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1 Zusammenfassung / Summary
Erkrankungen des kardiovaskulären Systems stellen die häufigste Todesursache in
mitteleuropäischen Ländern dar. Schon an zweiter Stelle der Todesursachenstatistik stehen
maligne Erkrankungen, wobei intrakranielle Tumoren – gemessen an der Gesamtzahl dieser
Neoplasien – einen Anteil von etwa 5% ausmachen.
Mit einem Prozentsatz von 60% bilden die hirneigenen Gliome den Hauptanteil der
Hirntumoren.
Die einzelnen Gliomentitäten werden nach einem Klassifikationssystem der
Weltgesundheitsorganisation (WHO), das auf histomorphologischen Merkmalen basiert, in
die WHO- Grade I bis IV eingeteilt.
Zahlreichen Arbeiten zufolge sind diese Tumoren neben der Histomorphologie auch durch
genetische Besonderheiten charakterisiert:
So gelten beispielsweise Deletionen der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q als typische
Aberrationen in Oligodendrogliomen. Das Glioblastoma multiforme hingegen weist als
genetische Besonderheit unter Anderem Zugewinne von Chromosom 7 und Verluste von
Chromosom 10 auf.
In der vorliegenden Arbeit wurden diese oben genannten genetischen Aberrationen mit Hilfe
der Fluoreszenz- In Situ- Hybridisierung (FISH) ebenfalls nachgewiesen (Deletionen der
chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q sowie nummerische Aberrationen der Chromosomen
7 und 10).
Es wurden hier nicht nur Glioblastome und Oligodendrogliome untersucht, sondern auch
andere Gliomentitäten. Die einzelnen Subtypen teilten sich wie folgt auf (insgesamt 52
Gliome):
- Pilocytische Astrocytome (hier mit 5 Tumoren vertreten),
- diffuse und anaplastische Astrocytome (hier insgesamt 5 Tumoren),
- Glioblastome (hier 30 Tumoren),
- Oligodendrogliome (hier 6 Tumoren),
- Oligoastrocytome (hier 4 Tumoren),
- Ependymome (hier 2 Tumoren).
Zur Detektion der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q wurden locusspezifische Sonden
eingesetzt, zum Nachweis der Chromsomen 7 und 10 Zentromersonden.
Aus diesen Hybridisierungen ergaben sich interessante Ergebnisse:
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Deletionen des chromosomalen Bereiches 1p36 konnten am häufigsten in diffusen und
anaplastischen Astrocytomen nachgewiesen werden (60% dieser Astrocytome), gefolgt von
Glioblastomen mit 37%. Deletionen von 1p36 konnten hingegen nur in 20% der
Oligodendrogliome detektiert werden, obgleich diese Aberration als typisch für diese
Gliomentität gilt.
Deletionen der chromosomalen Region 19q – ebenfalls als charakteristisch für
Oligodendrogliome beschrieben – traten mit jeweils etwa 60% in Oligodendrogliomen,
Glioblastomen, diffusen und anaplastischen Astrocytomen auf. Diese Aberration ließ sich
ebenfalls in 50% der Oligoastrocytome und in 40% der pilocytischen Astrocytome
nachweisen.
Zugewinne von Chromosom 7 konnten in 37,5% der Glioblastome und in 33,3% der
Oligodendrogliome dargestellt werden. In den übrigen Gliomentitäten, die in dieser Arbeit
untersucht worden waren, zeigten sich keine Zugewinne dieses Chromosomes.
Deletionen von Chromosom 10 wurden, wie auch Zugewinne von Chromosom 7, nur in
Glioblastomen und Oligodendrogliomen nachgewiesen. Diese Aberration wurde in 66,6 der
Oligodendrogliome und in 62,5% der Glioblastome detektiert.
Folglich konnten genetische Aberrationen, wie sie in der Literatur für bestimmte Gliome
beschrieben worden sind, auch in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden, wenn auch
mit einer anderen Häufigkeitsverteilung.
Weiterhin war auffällig, dass Deletionen der chromosomalen Regionen 1p36 und 19q mit
zunehmender Häufigkeit bei anaplastischen Tumorformen auftraten (neben ihrem Auftreten
im Glioblastoma multiforme), was vermutlich im Zusammenhang mit den
Tumorsuppressorgenen steht, die in diesen chromosomalen Bereichen lokalisiert sind.
Zugewinne von Chromosom 7 und Verluste von Chromosom 10 traten neben dem
Glioblastom relativ häufiger in anaplastischen als in diffusen Oligodendrogliomen auf. Auch
hierfür können Protoonkogene und Tumorsuppressorgene, die auf diesen Chromosomen
lokalisiert sind, verantwortlich sein.
Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit bestand darin, zu überprüfen, ob die
Ergebnisse, die anhand der FISH ermittelt werden konnten, auch durch die zytogenetische
Karyotypisierung nachweisbar waren. Dies ist von Bedeutung, da sich die FISH als
Untersuchungsmethode bei der Gliomdiagnostik anbietet, wenn eine Karyotypisierung nicht
möglich ist. Denn während für diese zytogenetische Methode aufwändige Zellkulturen
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notwendig sind, kann eine FISH auch an Interphasekernen, beispielsweise in Form von
Tumorausstrichpräparaten, durchgeführt werden.
20 der 52 Gliome, die an dieser Stelle untersucht worden waren, waren karyotypisiert worden.
Beim Vergleich der Ergebnisse aus beiden Untersuchungstechniken ergab sich eine
Übereinstimmung in 9/20 Fällen. Doch muss an dieser Stelle darauf hingewiesen werden,
dass sich bei Gliomen die einzelnen Zellen in ihrem genetischen Staus zum Teil stark
voneinander unterscheiden. Diese für Gliome typische genetische Heterogenität führt dazu,
dass mit verschiedenen Untersuchungsmethoden differente Ergebnisse ermittelt werden
können, da stets unterschiedliche Zellkerne untersucht werden.
Prinzipiell jedoch können die genetischen Aberrationen, die in der vorliegenden Arbeit von
Interesse waren, sowohl mittels FISH als auch durch Karyotypisierung nachgewiesen werden.
Somit kann die Hybridisierungstechnik durchaus als sinnvolle Ergänzung zur
Karyotypisierung eingesetzt werden.
Die enorme Heterogenität von Gliomen führt jedoch auch dazu, dass aktuell eine zuverlässige
Einteilung von Gliomen auf genetischer Basis nicht erfolgen kann. Vielmehr bleibt die




Study of genetic heterogenity of human gliomas using Fluorescence- In Situ-
Hybridization of interphase nuclei and chromosomes
Diseases of cardiovascular system constitute the main cause of death in central- European
countries, followed by cancer- related diseases. At these, intracranial tumors – as measured by
the total number of neoplasia – compose a part of 5%.
With a percentage of 60%, glioma, originating from brain tissue, form the greatest part of
these tumors.
The several glioma subtypes are divided in a classification system of world’s health
organization (WHO), basing upon histomorphological features.
According to numerous publications, these tumors are in addition to histomorphology
characterized by genetic particularities:
As an example, deletions of the chromosomal regions 1p36 and 19q are considered to be
typical alterations in oligodendrogliomas. Glioblastomas on the contrary feature gains of
chromosome 7 and losses of chromosome 10 as a genetic particularity.
In the present paper, these genetic aberrations could be detected by Fluorescence- In situ-
Hybridization (FISH) (deletions of the regions 1p36 and 19q as well as aberrations of the
chromosomes 7 and 10).
Beside glioblastomas and oligodendrogliomas, further glioma subtypes have been
investigated (collectively 52 gliomas):
- Pilocytic astrocytomas (represented by 5 tumours)
- diffuse and anaplastic astrocytomas (represented by 5 tumours)
- glioblastomas (represented by 30 tumours)
- oligodendrogliomas (represented by 6 tumours)
- oligoastrocytomas (represented by 4 tumours)
- ependymomas (represented by 2 tumours)
To detect the chromosomal regions 1p36 and 19q, locus- specific probes were used, whereas
centromer- secific probes were applied for detection of the chromosomes 7 and 10.
The hybridizations resulted in the following interesting findings:
Deletions of the chromosomal region 1p36 could be detected most frequently in diffuse and
anaplastic astrocytomas (60% of these astrocytomas), followed by glioblastomas (37%).
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Deletions of 1p36 appeared only in 20% of oligodendrogliomas, whereupon this alteration is
said to be typical for this glioma subtype.
Deletions of the chromosomal region 19q – considered to be specific for oligodendrogliomas
as well – appeared most often in oligodendrogliomas, glioblastomas, diffuse and anaplastic
astrocytomas (in each case 60%). This genetic aberration could also be detected in 50% of
oligoastrocytomas and in 40% of pilocytic astrocytomas.
Gains of chromosome 7 could be verified in 37.5% of glioblastomas and in 33.3% of
oligodendrogliomas. Gains of this chromosome could not be detected in other glioma
subtypes examinated in the present paper.
Losses of chromosome 10 could be proved – similar to gains of chromosome 7 – only in
glioblastomas and oligodendrogliomas. This aberration has been detected in 66.6% of
oligodendrogliomas and in 62.5% of glioblastomas.
Consequently, genetic aberrations, which are – according to publications – considered to be
distinctive for several gliomas, could be detected in the present paper, too, even though in a
different frequency distribution.
Furthermore, it was striking, that deletions of the chromosomal regions 1p36 and 19q
appeared with an increasing frequency in anaplastic tumorforms (in addition to their
appearance in glioblastoma multiforme), what is probably correlated with tumor suppressor
genes, being located in these chromosomal areas.
Gains of chromosome 7 and losses of chromosome 10 could be detected in addition to
glioblastoma according to the statistics more freqently in anaplastic than in diffuse
oligodendrogliomas. This might be due to several tumor suppressor genes or protooncogenes
located on these chromosomes as well.
This paper was furthermore focusing on the question, whether the results, deriving from
FISH, could be proved by cytogenetic karyotypisation.
This is of importance, because FISH could be used as a technical tool in glioma diagnostics,
when karyotypization as cytogenetic tool cannot be performed. For karyotypization, complex
cell culture is necessary, whereas FISH can be performed with interphase cell nucleus, e.g. as
tumor smear preparations.
20 of collectively 52 gliomas had been examinated by both FISH and karyotypization.
Comparing the results of both tools, an agreement has been demonstrated in 9/20 cases.
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But at this point, it has to be refered to the fact, that the several glioma cells are very different
regarding their genetic status. Due to this genetic heterogenity, which is typical for gliomas,
different results can be achieved by the several investigation techniques. Since by the
different techniques, always different cells are examined.
Nevertheless, the genetic alterations, being of interest in the present paper, could be detected
by both FISH and karyotypization.
Consequently, the hybridization technique can be applied as a reasonable addition to
karyotypisation.
Yet, the enormous heterogenity of gliomas leads to the fact, that a reliable classification of
glioma, based on genetics, is currently not possible.





An zweiter Stelle der Todesursachenstatistik der westlichen Welt stehen maligne
Erkrankungen, die nur von Erkrankungen des Herz- Kreislauf- Systemes übertroffen werden.
Gemessen an der Gesamtzahl dieser Neoplasien bilden intrakranielle Tumoren einen Anteil
von etwa 2- 5% (Hofer et al., 1999; G. Reifenberger, V.P. Colins; 2004). Bei diesen
Neubildungen handelt es sich mit fast 60% zum größten Teil um so genannte Gliome (Hofer
et al., 1999), die aus Zellen der Astroglia und / oder Oligodendroglia entstehen.
Statistiken zufolge sind Gliome für etwa 7% des tumorbedingten Verlustes an Lebensjahren
verantwortlich (G. Reifenberger, V.P. Colins; 2004).
2.2 Tumorentstehung und genetische Veränderungen
Heutigen Erkenntnissen zufolge entstehen Tumoren einerseits durch exogene Noxen, die zu
akkumulierten Veränderungen des Genmateriales führen. Andererseits können sich
Neoplasien durch genetisch determinierte Faktoren entwickeln.
Für die Tumorentstehung können Verluste von so genannten Tumorsuppressorgenen, die die
Teilungsaktivität von Zellen hemmen und somit einer malignen Entartung vorbeugen,
verantwortlich sein.
Ursächlich kommen aber auch Zugewinne von Proto- Onkogenen infrage, die die
Zellproliferation positiv beeinflussen.
Durch den so verursachten Verlust der Regulationsfähigkeit des Zellzyklus immortalisieren
die Zellen und es bilden sich Neoplasien. Bedingt durch Veränderungen der
Oberflächenstruktur werden diese neoplastischen Zellen nicht durch das Immunsystem
erkannt, oder aber es fehlen immunologische Angriffspunkte. Weiterhin erlangen einige




Boveri stellte schon 1914 die Hypothesen auf, dass die Tumorentstehung Folge eines
abnormen Chromosomensatzes sei, und eine Neoplasie entwickele sich aus einer einzelnen
Zelle, die ursprünglich über einen normalen Chromosomensatz verfügte (Boveri, 1914).
Mit der Aufschlüsselung der Erbsubstanz durch Watson und Crick im Jahre 1953 und die
Entwicklung der Zytogenetik mit Darstellung des menschlichen Chromosomensatzes wurde
der Weg für die moderne Tumorzytogenetik gebahnt (Watson und Crick, 1953).
Die Grundlage für die Tumorzytogenetik bilden außerdem Bänderungstechniken, welche
anfangs der 70er Jahre entwickelt wurden.
Mithilfe fortschrittlicher zytogenetischer und molekulargenetischer Methoden konnten
Aberrationen innerhalb der Chromosomen wie beispielsweise Translokationen, Inversionen
oder Deletionen optisch dargestellt werden.
Die Möglichkeiten dieser konventionellen Zytogenetik, die im Wesentlichen an die
Lichtmikroskopie gebunden ist, werden jedoch durch unterschiedliche Faktoren begrenzt.
Von technischer Seite her ist hier insbesondere das mikroskopische Auflösungsvermögen zu
nennen. Aber auch der Kondensationgrad der Chromosomen zum Zeitpunkt der Metaphase
beeinflusst die Qualität von Bänderungstechniken und damit die optische Darstellung von
Chromosomen maßgeblich.
Die hoch auflösende Methode der Fluoreszenz- In Situ- Hybridisierung (FISH) als
molekularzytogenetisches Verfahren, das Mitte der 80er Jahre entwickelt wurde, ermöglichte




2.3.1 Epidemiologie, Klassifikation, Klinik, Therapie und Prognose von
neuroepithelialen Tumoren
Epidemiologie
Die Inzidenz von Hirntumoren liegt weltweit bei etwa 8- 9/ 100000 Einwohner, die Prävalenz
bei 60/ 100000 Einwohnern.
Das männliche Geschlecht ist gegenüber dem weiblichen mit einem Verhältnis von 1,3:1
häufiger von dieser Erkrankung betroffen (G. Reifenberger, V.P. Colins; 2004).
Des Weiteren zeigt sich bei Gliomen eine altersabhängige Verteilung:
Im Kindes- und Jugendalter überwiegen bei den glialen Tumoren pilocytische Astrocytome
und Ependymome, die in diesem Alter zu über 70% infratentoriell lokalisiert sind.
Bei Patienten zwischen dem 20. und 50. Lebensjahr treten gehäuft Oligodendrogliome sowie
diffuse und anaplastische Astrocytome auf, welche sich vorwiegend supratentoriell in den
Großhirnhemisphären manifestieren. Das Glioblastoma multiforme wird weitestgehend nach
dem 50. Lebensjahr apparent und ist ebenfalls vorwiegend supratentoriell lokalisiert.
Klassifikation
Moderne Therapieverfahren in der klinischen Neuroonkologie hängen im Wesentlichen von
einer exakten Tumorklassifikation ab.
Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) hat ein Klassifikationsystem entwickelt, wonach






Fibrilläres, gemistocytisches, diffuses Astrocytom II
Anaplastisches Astrocytom III
Glioblastom IV






Pinealis- Tumoren I- IV
Embryonale Tumoren
Medulloblastom IV
Primitive neuroektodermale Tumoren (PNET) IV
Ein weiteres Klassifikationssystem ist das nach Daumas- Duport (Daumas- Duport C, 1988),
welches ebenfalls auf histologischen Merkmalen basiert. Hier zählen zu den
Beurteilungskriterien beispielsweise nukleäre Atypie, mitotische Aktivität,
Endothelproliferation und Nekrose. Diese Kriterien haben auch Eingang in die WHO-
Klassifikation gefunden.




Gliatumoren WHO GradI GradII GradIII GradIV
Histopathologie keine Kriterien 1 Kriterium: 2 Kriterien: 3 Kriterien:
(Daumas- nukleäre Atypie nukleäre Atypie + nukleäre Atypie +
Duport) mitotische Aktivität Mitose + endothe-
liale Proliferation
+/- Nekrosen





Tumoren anaplastisches OD* +
Mischgliome Oligoastrocytom +
Anaplastisches OA* +
* OD= Oligodendrogliom; OA= Oligoastrocytom
Abbildung 1: WHO- Klassifikation und histopathologische Einteilung der Gliome; Modifiziert nach Hofer
et al., 1999
Progressionsmodell
Das Tumorprogressionsmodell stellt eine Progression niedergradiger Gliome zu
höhergradigen dar. Gemeint ist hiermit der Übergang von niedermalignen glialen Tumoren
des WHO- Grades II in anaplastische Tumorformen (WHO- Grade III) oder zum
Glioblastoma multiforme (WHO- Grad IV).
Eine solche Malignisierung tritt vor allem bei jüngeren Patienten auf.
Im Gegensatz zu diesem Progressionsmodell kann sich ein Glioblastom jedoch auch de novo
entwickeln, ohne dass eine andere gliale Vorstufe vorlag. In diesem Fall spricht man von
einem primären Glioblastom, bei Entstehung aus niedriggradigen oder anaplastischen
Astrocytomen von einem sekundären.
Die Malignisierung zeigt sowohl auf histologischer als auch auf molekulargenetischer Ebene
einige Besonderheiten:
Die Histologie zeichnet sich durch vermehrtes Auftreten von Neovaskularisationen,
Zellproliferationen und Nekrosen als Zeichen des schnellen Zellwachstumes aus.
Vom genetischen Aspekt her spielt hierbei beispielsweise das Tumorsuppressorgen p53 eine
entscheidende Rolle, welches nach Hofer et al (1999) bei De- Novo- Glioblastomen intakt ist,
während es bei sekundären Glioblastomen in mutierter Form vorliegt.
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Zum Allelverlust des Genes für p53 kann es unter Anderem durch Deletionen des kurzen
Armes von Chromosom 17 (17p-) kommen.
Doch auch Veränderungen von weiteren Genen, die Zellzyklus oder Apoptose regulieren,
kommt eine wichtige Bedeutung bei der Tumorprogression zu. Solche Gene, die sich auf den
Chromosomen 7 und 10 sowie innerhalb der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q
befinden, werden in den Kapiteln 2.3.3. und 2.3.4. erörtert.
Morphologie und Klinik
Zu den Regionaleffekten von Gliomen gehören Kompression, Invasion und Destruktion von
Hirngewebe. Die Parenchymfunktion wird durch tumorbedingte arterielle und venöse
Hypoxie, Kompetition um Nährstoffe, metabolische Endprodukte und Zellmediatoren wie
Zytokine gestört. Aus den oben genannten Regionaleffekten und aus der Störung der
Parenchymfunktion resultiert die unterschiedliche klinische Symptomatik, wie sie bei Gliom-
Patienten beobachtet werden kann.
Pilocytische Astrocytome:
Pilocytische Astrocytome zeichnen sich morphologisch durch eine umschriebene Infiltration
von Hirngewebe aus.
Aus histologischer Sicht sind als Besonderheit die so genannten Rosenthal’schen Fasern und
eosinophile Granularkörperchen zu erwähnen, die die pilocytischen Astrocytome
charakterisieren.
Klinisch können aufgrund der vorwiegend infratentoriellen Lokalisation im Kleinhirn (im
Kindesalter) Symptome wie Übelkeit, Erbrechen oder Ataxie überwiegen.
Diffuse und anaplastische Astrocytome:
Histologisch kann man drei Varianten von Astrocytomen unterscheiden (Bruce et al., 2001):
 Die protoplasmatische Form, die über ein prominentes Zytoplasma verfügt und vor
allem kortikal entsteht.
 Das überwiegend in den Großhirnhemisphären lokalisierte gemistocytische
Astrocytom ist gekennzeichnet durch große, runde Zellen und eosinophiles,
exzentrisches Zytoplasma.
 Die häufigste histologische Variante stellt jedoch das fibrilläre Astrocytom dar. Es
zeichnet sich durch schmale, ovale und gut differenzierte Zellen aus.
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Anaplastische Astrocytome sind charakterisiert durch eine erhöhte Anzahl von Mitosen,
vermehrtes Zytoplasma und zunehmende Zell- und Kernpolymorphien als Zeichen des
aggressiven Wachstums.
Klinisch können sich diffuse und anaplastische Astrocytome durch fokalneurologische
Defizite je nach Tumorlokalisation manifestieren, ebenso durch Kopfschmerzen oder eine
Depression des mentalen Status.
Glioblastome:
Histologisch handelt es sich hierbei um außerordentlich zellreiche Tumoren mit häufig
mehrkernigen, anaplastischen Zellen und zahlreichen Kernatypien.
Das Glioblastoma multiforme kann wie die übrigen astrocytären Tumoren durch
Kopfschmerzen, Krampfanfälle, fokalneurologische Defizite oder Veränderungen des
mentalen Status manifest werden (Uddin et al., 2005).
Oligodendrogliome:
Oligodendrogliome stellen makroskopisch solide, relativ gut differenzierte Tumoren dar,
welche vor allem im Marklager lokalisiert sind. Häufig kalzifizieren sie, aber auch zystische
Umwandlungen, Hämorrhagien und Nekrosenbildung sind möglich.
Auf mikroskopischer Ebene sind die charakteristischen perinukleären Halos zu nennen, die
von fixationsbedingter Autolyse zeugen.
Die rundlichen bis ovalen Zellkerne sind uniform. Zell- und Kernpolymorhien sowie eine
verstärkte mitotische Aktivität, Nekrosen und Zellatypien treten vermehrt beim Übergang in
die anaplastische Tumorform auf.
Aufgrund des langsamen Wachstums dieser Tumoren werden Symptome häufig erst nach
Jahren manifest, wobei ein Grand- Mal- Anfall das häufigste Erstsymptom darstellt.
Aufgrund des intrakraniellen Wachstums und der hieraus resultierenden Erhöhung des
intrakraniellen Druckes können sich fokalneurologische Defizite und Kopfschmerzen
manifestieren (Peretti et al., 2004).
Oligoastrocytome:
Oligoastrocytome sind durch histomorphologische Merkmale von Oligodendrogliomen und





Ependymome zeichnen sich durch ihre Rarität aus.
Die klinischen Zeichen von Ependymomen sind mit denen anderer Gliome vergleichbar.
Häufig treten Ependymome auch außerhalb des Kraniums im Spinalkanal (beispielsweise am
Filum terminale) auf, was durch die Kompression von Rückenmark oder Nervenwurzeln
symptomatisch werden kann (zum Beispiel in Form von radikulärer Symptomatik, Störungen
der zentralen Blasenentleerung bis hin zum kompletten Querschnittssyndrom).
Therapie
Die Therapie maligner Gliome ist multidisziplinär und kann neben den Standardverfahren wie
operative Versorgung, Radio- und Chemotherapie auch experimentelle Optionen wie
Gentherapie oder Immunmodulation beinhalten.
Abbildung 2 stellt schematisch die verschiedenen Therapiekonzepte bei Gliomen dar (Pfeil
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Abbildung 2: Optionen für die Primär- und Rezidivtherapie der Gliome1 ; Modifiziert nach: Stupp et al.,
2005
1 Fragestellung der NOA-04-Studie
2 Fragestellung der EORTC-Studie 26951
3 Fragestellung der EORTC-Studie 26981/22981
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Operative Therapie von Gliomen:
Zur Diagnosesicherung von Gliomen können sowohl eine Biopsie als auch eine
Tumorresektion erfolgen.
Die operative Therapie in mikrochirurgischer Technik erfolgt in erster Linie als palliative
Maßnahme, da Gliome zumindest mikroskopisch immer infiltrativ wachsen (Hofer et al,
1999). Die Tumorresektion zur Dekompression und histologischen Diagnosesicherung wird
primär bei Patienten mit einem Karnofsky- Index von mindestens 60- 70 durchgeführt (siehe
Abbildung 3).
Als Beispiel seien Oligodendrogliom- Patienten genannt, bei denen nach einigen Arbeiten
eine Tumorresektion positiv mit der Prognose korreliert (Mork et al., 1985; Lindegaard et al.,
1987; Shaw et al., 1992; Whitton et al., 1990; Puduvalli et al., 2003;).
Zur Optimierung der Tumorresektion insbesondre bei Gliobastomen kann die intraoperative
Fluoreszenzdetektion mit 5- Aminolävulinsäure (5- ALA) erfolgen. Studien belegen, dass bei
Glioblastom- Patienten eine Resektion des gesamten aufnehmenden Tumors das Überleben
der Patienten verbessert (Stummer et al., 2008).
Die möglichst frühe postoperative kernspintomographische Kontrolle mit Kontrastmittel vom
Gadolinium- Typ dient der Beurteilung des Resektionsausmaßes.
Radiotherapie von Gliomen:
Bei diffusen Astrocytomen, Oligodendrogliomen und Oligoastrocytomen, die als WHO- Grad
II eingestuft werden, wird in der Regel nach bioptischer oder operativer Diagnosesicherung
keine Radiatio angeschlossen. Denn bei diesen Gliomen führt eine Radiatio zwar zu einem
positiven Effekt bezüglich der lokalen Tumorkontrolle, nicht aber hinsichtlich des 5- oder 10-
Jahresüberlebens, wie sich aus der EORTC- Studie “22845“ergibt.
Auch in zuvor durchgeführten Studien bei Patienten mit Oligodendrogliomen des WHO-
Grades II stellten sich für die Strahlentherapie häufig keine signifikanten Vorteile dar (Kros et
al., 1988; Shaw et al., 1992; Nijjar et al., 1993; Sun et al., 1988; Fortin et al., 1999; Reedy et
al., 1983; Westergaard et al., 1997).
Auch wegen der Gefahr der Leukenzephalopathie (Fortin et al., 1999) wird eine Radiatio bei
diesen Gliomen folglich erst bei einer Tumorprogression in anaplastische Formen empfohlen
(Walker et al., 2001).
Eine Radiatio kann aber durchgeführt werden, wenn eine Operation nicht möglich ist oder im
Tumorrezidiv bei noch nicht erfolgter Bestrahlung.
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Bei Gliomen des WHO- Grades III und IV hingegen ist die Radiotherapie mittlerweile als
Standardbehandlung etabliert.
Bei Glioblastom- Patienten erfolgt nach Biopsie oder Resektion eine Radiatio der erweiterten
Tumorregion in Kombination mit Chemotherapie (siehe unten).
Bei anaplastischen Oligodendrogliomen oder Oligoastrocytomen (WHO- Grad III) erfolgt
eine Radiatio dann, wenn das Patientenalter über 65 Jahren liegt (ansonsten wird eine
Chemotherapie durchgeführt).
Es gibt jedoch auch Studien, die den Benefit einer Radiatio bei Patienten mit anaplastischen
Oligodendrogliomen anzweifeln. (Puduvalli et al., 2003).
Auch anaplastische Astrocytome können bestrahlt werden (in Kombination mit
Chemotherapie).
Eine Radiatio bei Gliomen erfolgt mit einer Gesamtdosis von 60 Gy zu 2 Gy- Einzeldosen (an
5 Tagen in der Woche) über einen Zeitraum von insgesamt sechs Wochen. Die Fraktionierung
der Strahlung (Einzeldosen zu 2 Gy) erfolgt zur Minderung der unerwünschten
Strahlenwirkungen und zur Erhöhung der Gesamtstrahlendosis.
Chemotherapie von Gliomen:
Eine Tabelle, die die Abkürzungen der einzelnen Chemotherapeutika erläutern soll, ist an
dieses Kapitel angefügt (Abbildung 3).
Als allgemeine Voraussetzung für eine Chemotherapie von Gliomen gelten ein Karnofsky-
Index größer als 60 (siehe Abbildung 4), das Fehlen schwerwiegender pulmonaler und
kardiovaskulärer Erkrankungen und im Referenzbereich liegende Leber- und Nierenwerte.
Auch die hämatologischen Parameter müssen im Normbereich sein.
Desweiteren muss darauf hingewiesen werden, dass die Indikationsstellung zur
Chemotherapie auf den individuellen Patienten und dessen klinischen Befund abgestimmt
sein muss.
Bei Gliomen des WHO- Grades II besteht in der Regel keine Indikation zur Chemotherapie.
Eine Indikationsstellung kann jedoch im Tumorrezidiv nach erfolgter Strahlentherapie auf
individueller Basis erfolgen.
Bei Patienten mit anaplastischen Oligodendrogliomen oder Oligoastrocytomen (WHO- Grad
III) kann eine Chemotherapie durchgeführt werden.
Diese Tumoren haben sich schon in frühen Studien als besonders chemosensitiv erwiesen,
eine operative Primärintervention sollte jedoch immer angestrebt werden (Cairncross et al.,
1988; Hofer et al., 1999).
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So liegt die Ansprechwahrscheinlichkeit von anaplastischen Oligodendrogliomen und
Oligoastrocytomen auf eine PCV- Chemotherapie zwischen 60 und 80% (Glass et al., 1992;
Kyritsis et al., 1993; Kim L et al., 1996; Cairncross et al., 2004).
Als Chemotherapeutika bei diesen Gliomen kamen neben dem PCV- Schema (Jellinger et al.,
1993) auch die Wirkstoffe BCNU (Green et al., 1983), CCNU (Trojanowski et al., 1989) und
Procarbazin (Green et al., 1983) zum Einsatz.
Auch bei jungen Patienten (Alter < 40 Jahre), die an einem anaplastischen Astrocytom leiden,
wird zunehmend der Chemotherapie, meist nach dem PCV- Schema, der Vorzug gegenüber
der Strahlentherapie gegeben.
Bei Glioblastom- Patienten erfolgt nach Biopsie bzw. Resektion zur sich anschließenden
Radiatio eine parallele Chemotherapie mit Temozolomid (Temodal®; 75mg/m²/KOF) über
den Zeitraum der Radiatio (6 Wochen). Nach einer 28- tägigen Pause schließen sich 6 Zyklen
Temodal- Chemotherapie an (200mg/ m²/ KOF).
Eine Abweichung von diesem Protokoll und die Gabe alleiniger Chemotherapie ist in der
Regel nur im Rahmen der NOA 8- Studie sinnvoll. Hier wird untersucht, ob bei Patienten, die
älter als 65 Jahre sind, die Chemotherapie einer Radiatio der erweiterten Tumorregion
gleichwertig ist.
Bei dem Wirkstoff Temozolomid (Handelsname Temodal®) handelt es sich um ein
alkylierendes Zytostatikum (Stupp et al., 2005). Dieses hat gegenüber anderen
Chemotherapeutika den Vorteil, nicht myelosuppressiv zu wirken (Cairncross et al., 1994;
van den Bent et al., 2003; Brada et al., 2003; Chahlavi et al., 2003).
Wie Arbeiten von Stupp et al. (2005) belegen konnten, verlängert insbesondere eine
Behandlung mit Temozolomid die Überlebenszeit bei Gliompatienten.
Bei der Rezidivtherapie des Glioblastoma multiforme werden die Substanzen Irinotecan
(Handelsname: Campto®, Camptosar®) und Bevacizumab (Handelsname: Avastin®)
eingesetzt, die eine effektive Therapiemöglichkeit bei moderater Toxizität darstellen (J.J.
Vredenburgh et al., 2007).
Bei Irinotecan handelt es sich um einen Hemmer der Topoisomerase I, während
Avastin ® einen monoklonalen Antikörper (IgG1) darstellt, der an den für die Angiogenese
verantwortlichen Wachstumsfaktor VEGF bindet.
Hier soll noch darauf eingegangen werden, dass der genetische Status von Gliomen zum
verbesserten Ansprechen auf bestimmte Chemotherapeutika beitragen kann:
Einleitung
25
So ergibt sich aus Studien (Smith et al., 2000; Chahlavi et al., 2003), dass die Ansprechrate
auf Temozolomid bei Patienten mit Oligodendrogliomen vom WHO- Grad II und III als auch
mit Oligoastrocytomen 90% betrug, sofern diese Neoplasien einen Verlust des
Chromosomenarmes 1p aufwiesen. Bei intakter Region sprachen lediglich ein Drittel der
Patienten auf dieses Chemotherapeutikum an, obwohl Geschlecht, Alter und Tumorgrad bei
den untersuchten Patienten vergleichbar waren (Smith et al., 2000; Chahlavi et al., 2003).
Cairncross et al. konnten bereits 1998 nachweisen, dass sich die Ansprechrate auf PCV-
Chemotherapie bei anaplastischen Oligodendrogliomen mit Verlusten der chromosomalen
Bereiche 1p und 19q verbessert.
Wemmert et al. (2005) gelang der Nachweis, dass Glioblastom- Patientin unter anderem mit
einem Verlust von Chromosom 10 von einer Temezolomid- Chemotherapie profitieren.
100% Der Patient äußert keine Beschwerden, keine Zeichen der Krankheit erkennbar.
90 % Der Patient ist fähig zu normaler Aktivität, hat kaum oder nur geringe Symptome.
80 % Normale Aktivität ist für den Patienten mit Anstrengung möglich; Symptome sind deutlicher.
70 % Der Patient kann sich noch selbst versorgen, normale Aktivität oder Arbeit ist aber nicht möglich.
60 % Der Patient benötigt Hilfestellung, ist aber noch in den meisten Bereichen selbständig.
50 % Hilfe und medizinische Versorgung wird oft in Anspruch genommen.
40 % Der Patient gilt durch seine Einschränkungen als behindert, qualifizierte Hilfe wird benötigt.
30 %
Erhebliche Einschränkungen behindern den Patienten schwer. Eine stationäre Aufnahme ist
erforderlich.
20 % Schwerkrank. Intensive medizinische Maßnahmen sind erforderlich.
10 % Der Patient ist sterbend (moribund), der körperliche Verfall ist unaufhaltsam.
0 % Tod.
Abbildung 3: Karnofsky- Index
































Das pilocytische Astrocytom weist mit einer 5- Jahres- Überlebensrate von nahezu 100% und
einer 10- Jahres- Überlebensrate von 96% eine exzellente Prognose auf (Reifenberger,
Collins, 2004).
Astrocytome WHO- Grad II und III:
Die Prognose von diffusen und anaplastischen Astrocytomen hängt von unterschiedlichen
Faktoren ab. So spielen das Patientenalter bei Diagnosestellung, Karnofsky- Index,
Resektabilität sowie Gradeinteilung nach der Weltgesundheitsorganisation eine wichtige
Rolle.
Die mediane Überlebenszeit beträgt bei Astrocytomen vom WHO- Grad II bei fehlender
Therapie etwa fünf Jahre, bei anaplastischen Formen (WHO- Grad III) zwei bis drei Jahre
(Reifenberger, Collins, 2004).
Glioblastoma multiforme:
Die durchschnittliche Überlebenszeit beim untherapierten Glioblastom ist mit etwa einem
Jahr infaust (0,7 bis 1 Jahr; Nigro et al., 2005).
Oligodendrogliome:
Die postoperative Überlebenszeit von Oligodendrogliomen vom WHO- Grad II wird
zwischen 3,5 Jahren (Dehghani et al., 1998) und 16,7 Jahren (Olson et al., 2000) angegeben,
bei anaplastischen Oligodendrogliomen zwischen 0,9 Jahren (Dehghani et al., 1998) und 7,3
Jahren (Puduvalli et al., 2003).
Werden anaplastische Oligodendrogliome zusätzlich chemotherapeutisch und
strahlentherapeutisch versorgt, verlängert sich die TTP (Time to Progression), die Zeit bis zur
Tumorprogression, von 39 auf 86 Monate, das Gesamtüberleben von 46 auf 91 Monate und
die 5- Jahres- Überlebensrate von 36 auf 80% (Felsberg et al., 2004).
Bei niedriggradigen Oligodendrogliomen verbessert sich die Prognose durch diese adjuvanten
Therapieformen ebenfalls: Die progressionsfreie Zeit nimmt von 47 auf 57 Monate zu, die




2.3.2 Genetische Aberrationen in Gliomen
Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden zahlreiche Studien publiziert, die sich mit genetischen
Aberrationen in Gliomen befasst haben.
Während über höhergradige astrocytäre Tumoren in den letzten Jahren zahlreiche molekular-
und zytogenetische Arbeiten erschienen sind, ist über die Genetik von pilocytischen
Astrocytomen noch vergleichsweise wenig bekannt.
Bisher wurden bei dieser Tumorentität in vielen Studien (Jenkins et al., 1989; Karnes et al.,
1992; von Deimling et al., 1993) zytogenetisch unauffällige Karyotypen nachgewiesen.
Zu den genetischen Veränderungen, die in diesen Gliomen beschrieben wurden, zählen
nummerische Imbalancen der Chromosomen 7 und 8, seltener Veränderungen der
Chromosomen 4, 11, 12, 15 und 20 (Collins, 1999).
Molekulargenetische Arbeiten zu pilocytischen Astrocytomen konzentrierten sich in erster
Linie auf das Tumorsuppressorgen p53 (Kleihues et al., 1994; Hayes et al., 1999, Wemmert et
al., 2006), wobei Hayes et al. in etwa der Hälfte dieser untersuchten Tumoren Mutationen von
p53 darstellen konnten. Wemmert et al. (2006) konnten heterozygote Deletionen von p53 in
allen untersuchten pilocytischen Astrocytomen nachweisen. Andere Arbeiten hingegen
konnten keine p53- Mutationen in dieser Tumorentität detektieren (Kleihues et al., 1993; Ishii
et al., 1998).
In diffusen Astrocytomen (WHO- Grad II) konnten Zugewinne von Chromosom 7
nachgewiesen werden, was auch als typisch für das Glioblastoma multiforme angesehen wird
(Karnes et al., 1992; Thiel et al., 1993).
Reifenberger und Collins (2004) beschrieben eine Tri- beziehungsweise Polysomie des
Chromosomes 7, die in 50% der untersuchten diffusen Astrocytome nachgewiesen werden
konnte, sogar als häufigste Aberration in diesen Tumoren. Ebenso konnten Verluste von
Chromosom 10 dargestellt werden, seltener Verluste von Chromosom 6 oder der
Chromosomenarme 13q und 22q. Auch Zugewinne und Verluste von Chromosom 8 (Jenkins
et al., 1989; Karnes et al., 1992) konnten in diesen Astrocytomen nachgewiesen werden. In
diesen Astrocytomen vom WHO- Grad II konnten ebenso Sequenzverluste der
chromosomalen Regionen 13q, 17p und 22q gezeigt werden (Collins VP, 1998), die bei einer
Progression zu anaplastischen Tumoren (WHO- Grad III) vermehrt auftraten.
Neben den bereits in diffusen Astrocytomen nachgewiesenen Zugewinnen von Chromosom 7
sind anaplastische Astrocytome (WHO- Grad III) unter anderem gekennzeichnet durch
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Verluste der Chromosomen 6 und 11 sowie der chromosomalen Regionen 9p und 22q
(Collins VP, 1998).
Das Glioblastoma multiforme (WHO- Grad IV) wurde besonders häufig auf den genetischen
Status hin untersucht. Typisch sind Kopienzahlvermehrungen der Chromosomen 7 und 10,
auch CNAs oder Copy Number Aberrations genannt, wobei in der Regel Zugewinne von
Chromosom 7 sowie Verluste von Chromosom 10 vorliegen (Smith et al., 2001; Loeper et al.,
2001; Lopez-Gines C et al., 2005; Nigro et al., 2005).
Zugewinne von Chromosom 7 und Verluste von Chromosom 10 in Glioblastomen werden
von Nigro et al. (2005) als schlechter prognostischer Faktor angesehen. Dies ist vermutlich
unter Anderem durch das EGFR- Gen bedingt, das auf Chromosom 7 (7p12) lokalisiert ist
und für einen Rezeptor für Wachstumsfaktoren kodiert (Reifenberger, Collins, 2004).
Collins und Reifenberger konnten eine EGFR- Überexpression in 60% der primären
Glioblastome nachweisen, seltener in sekundären Glioblastomen und in anderen astrocytären
Gliomen.
Eine weitere Besonderheit in Glioblastomen ist das Auftreten so genannter Double- Minutes
(Reifenberger, Collins, 2004; siehe hierzu Abbildung 5). Hierbei handelt es sich um kleine
Fragmente extrachromosomaler DNA, die eine Manifestationsform von Genamplifikationen
im Laufe der Tumorgenese sind. Double Minutes bestehen aus zirkulärer DNA und enthalten
weder Zentromere noch Telomere. Häufig besitzen sie amplifizierte Onkogene, wodurch die
Tumorzellen Wachstumsvorteile erlangen können (Barker, 1982).
Abbildung 5: Karyogramm mit Darstellung von Double
Minutes (s. Pfeile), Barker 1982
Burton E et al. (2002) untersuchten den Zusammenhang zwischen genetischen Aberrationen
in Glioblastomen und der Überlebenszeit der Patienten.
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Bei den Patienten mit einer kürzeren Überlebenszeit fand man vor allem folgende genetische
Veränderungen: Verluste von Chromosom 10 sowie der Chromosomenarme 6q und 9p und
Zugewinne von 19q und 20q.
Bei Patienten mit längerer Überlebenszeit konnten Verluste von 19q detektiert werden, häufig
in Kombination mit Verlusten von 1p.
Zugewinne von Chromosom 7 wurden bei 71% der Patienten mit kurzer Überlebenszeit und
nur bei 46% der Langzeitüberlebenden detektiert.
Die häufigste Veränderung in Oligodendrogliomen des WHO- Grades II ist eine Kombination
aus Verlusten der chromosomalen Regionen 1p und 19q (Hofer et al., 1999; Tews et al.,
2006), die unter Anderem mittels Mikrosatellitenanalyse und FISH detektiert werden konnten.
Diese Deletionen konnten auch in anderen Arbeiten in bis zu über 90% dieser Tumoren vom
WHO- Grad II nachgewiesen werden (von Deimling et al., 1992; Bello et al., 1994; Bello et
al., 1995; Kraus et al., 1995; Reifenberger et al., 1994; Sasaki et al., 2002), jedoch seltener in
anaplastischen Tumorformen (WHO- Grad III) (Reifenberger et al., 2003).
Felsberg et al (2004) wiesen Verluste der Heterozygosität dieser Regionen ebenfalls nach und
hoben als besondere Kandidatenregionen die Loci 1p36.22-p36.31 sowie 1p34.2-p36.1
hervor.
Der kombinierte Verlust der Chromosomen 1 und 19 wurde auch von Scheie et al. (2006)
beschrieben. Als Untersuchungstechnik wurde die Fluoreszenz- In Situ- Hybridisierung
(FISH) angewandt, die sich als zuverlässig darstellte. Auch Gelpi et al. (2003) beschrieben die
FISH als klassische Technik zum Nachweis von Alterationen der chromosomalen Bereiche 1p
und 19q.
Doch auch mit anderen Methoden (wie beispielsweise Array- CGH, Comparative Genomic
Hybridization) konnten Deletionen der Regionen 1p und 19q in Oligodendrogliomen
nachgewiesen werden (Gaspar et al, 2004).
Louis et al. (2001) detektierten Alterationen von 1p und 19q in WHO- Grad II- wie auch Grad
III- Oligodendrogliomen. Diese Arbeitsgruppe konnte ebenfalls nachweisen, dass
Oligodendrogliom- Patienten mit einem Verlust von 1p besser auf Chemotherapeutika
ansprachen. Eine Kombination aus Deletionen von 1p und 19q war auch bei Felsberg et al.
(2004) mit längerem Überleben unter Radio-/ Chemotherapie assoziiert.
Auch Stupp et al. (2006) und Cairncross et al. (1998) zeigten, dass Oligodendrogliome mit
dieser genetischen Alteration sensitiver für Chemo- sowie Radiotherapie sind.
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Bei Oligodendrogliomen sowohl vom WHO- Grad II als auch vom WHO- Grad III gilt ein
Heterozygositäsverlust des kurzen Armes von Chromosom 1 außerdem als Prädiktor für ein
längeres Progressions- freies Überleben (Bauman et al., 2005) unter Therapie mit PCV-
Chemotherapie und Radiatio.
Desweiteren ist ein Verlust der Heterozygosität auf den Chromosomen 1 und 19 mit einem
prolongierten Gesamtüberleben assoziiert (Smith et al., 2000; Gaspar et al., 2004).
Für die kombinierte Deletion der chromosomalen Bereiche 1p und 19q, die für eine bessere
Prognose und ein verlängertes Progressions- freies Überleben bei Oligodendrogliomen
spricht, könnte eine Translokation t(1; 19)(q10; p10) verantwortlich sein. Eine solche
kombinierte Translokation konnte in der Mehrheit von Oligodendrogliomen mit LOH 1/ 19
(Loss of Heterozygosity, Verluste der Heterozygosität) durch FISH nachgewiesen werden
(Jenkins, 2006). Ähnliches wurde bei Magnani (Pohl et al., 1999) beobachtet.
Für eine schlechtere Prognose bei Patienten mit Oligodendrogliom sprachen genetische
Aberrationen wie Zugewinne der chromosomalen Bereiche 1p, 8q, 8p, 10q, sowie Verluste
von 3q, 9q und 12q (Gaspar et al., 2004).
Auch Veränderungen der Heterozygosität des langen Armes von Chromosom 10 und eine
Deletion von CDKN2A werden in Oligodendrogliomen als negative Prädiktoren angesehen
(Cairncross et al., 1998; Hoang- Xuan, 2001; Sanson, 2002).
Schlechter ist die Datenlage zu Oligoastrocytomen:
Shukla B et al. (2009) konnten Deletionen der chromosomalen Bereiche 1p und 19q
insbesondere in phänotypisch stark oligodendroglial geprägten Tumoren via Fluoreszenz- In
Situ- Hybridisierung detektieren.
Auch zu Ependymomen gibt es recht wenige Literaturangaben:
Fouladi M et al. (2003) untersuchten Klarzellependymome im Hinblick auf Veränderungen
der Loci 1p36 und 19q und konnten keine Deletionen dieser Regionen nachweisen. Dieser
Befund zeigte sich auch bei Tong CY et al. (2001).




2.3.3 Tumorgenese- bezogene Gene auf 1p36 und 19q
Wie in Kapitel 2.3.2. bereits erläutert, gelten Verluste der Heterozygosität von 1p und 19q als
die häufigsten genetischen Alterationen in Oligodendrogliomen.
Dies legt die Vermutung nahe, dass auf diesen Chromosomenabschnitten potentielle
Tumorsuppressorgene lokalisiert sein müssen (Tews B et al., 2006).
Besonders die chromosomalen Bereiche 1p36.22- 31 und 19q13.3 gelten in
Oligodendrogliomen als Kandidatenregionen (Tews et al., 2006).
Gene auf 1p36
CHD5 (Chromodomain Helicase DNA Binding Domain 5) ist ein solches potentielles
Tumorsuppressorgen und auf 1p36 lokalisiert. Dieses Gen ist über den p19/ p53- Pathway an
der Kontrolle von Zellproliferation und Apoptose beteiligt (Bagchi A et al., 2007).
CDH5 kodiert für Proteine, die am Remodeling von Nukleosomen und an der Deacetylierung
von Histonen (NuRD) beteiligt sind. Es wird vor allem in Gehirn und Kleinhirn exprimiert
(Thompson et al., 2003).
MIG- 6, Mitogen- inducible- Gene- 6 (Zhang YW et al., 2006) ist ein weiterer Kandidat für
ein Tumorsuppressorgen und ebenfalls auf 1p36 lokalisiert. Es wurde bisher im
Zusammenhang mit Lungenkrebs untersucht. Dieses Gen, auch Adapter- Protein- Gen 33 oder
RALT genannt, reguliert die EGFR- Signalkette, indem es die EGFR- Autophosphorylierung
verhindert und so die EGF- induzierte Aktivierung und/ oder Phosphorylierung von Ras,
ERK, JNK, Akt/ PKB und des Retinoblastom- Proteines hemmt. Eine Überexpression von
Gen 33 blockt im Experiment EGF- induziertes Protein sowie die DNA- Synthese komplett
(Xu D et al., 2004).
Auch CDKN2C, ein Inhibitor- Gen für eine Cyclin- abhängige Kinase, ist auf dem kurzen
Arm von Chromosom 1 lokalisiert. Eine Alteration dieses potentiellen Tumorsuppressorgenes
wurde in anaplastischen Oligodendrogliomen (WHO- Grad III) nachgewiesen, nicht aber in
WHO- Grad II- Tumoren, so dass die Vermutung nahe liegt, dass diese Veränderung zur
malignen Progression in diesen Neoplasien beiträgt (Husemann et al., 1999; Pohl et al., 1999;
He et al., 2000).
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Das Gen TP73 mit einer hohen Homologie zu dem Tumorsuppressorgen TP53 ist auf 1p36-3
lokalisiert.
Gene auf 19q
In verschiedenen Arbeiten (Hartmann et al., 2002; Mukasa et al., 2002; Wolf et al., 2003)
wird vermutet, dass es sich bei dem Locus 19q13 um einen genetisch haploinsuffizienten
Bereich handelt, was zu einer reduzierten Expression von einem oder multiplen Kandidaten-
Tumorsupressorgenen führt. Auch eine Hypermethylierung ist als möglicher Mechanismus
zur Inaktivierung dieser Gene in Erwägung zu ziehen (Hartmann et al., 2002).
Die PLA2G4C, Cytosolische Phospholipase A2, auf 19q ist in anaplastischen
Oligodendrogliomen signifikant niedriger exprimiert als in höher differenzierten Tumoren
(Tews B et al., 2006). Sie ist verantwortlich für die Aufrechterhaltung von
Membranphospholipiden unter Oxidationsstress (Tews B et al., 2006).
Unter Mithilfe des Deacylierungs- Reacylierungs- Zyklus werden mitochondriale Schäden
durch reaktive Sauerstoffprodukte sowie durch die Acyl- Coenzym A- abhängige
Monolysocardiolipin- Acyltransferase regeneriert (Seleznev K et al., 2006).
PLA2G4C katalysiert die Hydrolyse von Glycerolipiden, um Lysophospholipide und
Arachidonsäure zu produzieren. Letztere wird zu den biologisch aktiven Eicosanoiden
umgewandelt, wovon hohe Konzentrationen in Gliomen verglichen mit gesundem
Hirngewebe nachgewiesen wurden. Einzelne Eicosanoide sind verantwortlich für
Zellüberleben, Stimulation der Zellproliferation, Modulation von Zelladhäsion und
Angiogenese (Tews et al., 2006).
Drei weitere Gene auf 19q13, die ebenfalls in Oligodendrogliomen vermindert exprimiert sind
und eine fragliche Rolle bei der Tumorgenese spielen, sind RELB, ZNF114 und NPAS (Tews
et al., 2006).
Für das epitheliale Membranprotein 3, welches auf 19q13.3 codiert ist, und das sowohl in der
Zellproliferation als auch in der Zell- zu- Zell- Interaktion involviert ist, konnte in Gliomen
eine inaktivierende Hypermethylierung nachgewiesen werden. Durch die Assoziation zur
malignen Progression von Gliomen ist es naheliegend, dass es sich bei EMP3 ebenfalls um
ein Tumorsuppressorgen handelt (Alaminos et al., 2005).
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Auch das Genprodukt von RPL18 (RPL18 ist lokalisiert auf 19q13.2-4) ist in Gliomen mit
LOH 1/ 19 (loss of heterozygosity/ Verlust der Heterozygosität) vermindert exprimiert.
Dieses Genprodukt ist für einen Teil der 60S- Untereinheit von Ribosomen essentiell. Wie
dies im Genauen zur Pathogenese insbesondere von Oligodendrogliomen beiträgt, ist noch
nicht bekannt (Tews, 2006).
Bei Alterationen der Chromosomen 1 und 19 ist auch DBP (D- site of Albumin promoter-
binding proteine) geringer exprimiert. Es gehört zur Familie der Transkriptionsfaktoren und
ist verantwortlich für Kontrolle von Zellzyklus, Karzinogenese und Apoptose (Kashima et al.,
1993; Tews, 2005).
Auch die Isoprenylcystein- Carboxyl- Methyl- Transferase (ICMT) ist bei Verlusten der
Heterozygosität der Chromosomen 1 und 19 vermindert exprimiert. Sie stimuliert die
Zellproliferation durch Methylierung von carboxylterminalem Isoprenylcystein (Tews et al.,
2006).
2.3.4 Tumorgenese- bezogene Gene auf den Chromosomen 7 und 10
Gene auch Chromosom 7
Die wohl bekannteste Genamplifikation auf dem kurzen Arm von Chromosom 7 (7p11.2) ist
die von EGFR, dem Epidermal Growth Factor Receptor.
Diese konnte in 30- 40% der bei Rossi MR et al. (2005) untersuchten Glioblastome
nachgewiesen werden.
In anaplastischen Oligodendrogliomen hingegen konnte eine EGFR- Amplifikation nur selten
detektiert werden (Bigner SH et al., 1999; Reifenberger J et al., 1996; Diedrich U et al., 1991;
Wong AJ et al., 1994).
Dieser Transmembranrezeptor (EGFR) mit intrinsischer Tyrosinkinase- Aktivität wird durch
extrazelluläre Bindung der Liganden Epidermal Growth Factor (EGF) und Transforming
Growth Factor (TGFα) aktiviert (Kleihues P et al., 2000). Die Signale werden über 
Autophosphorylierung und die Rekrutierung von Signalmolekülen wie Akt/PKB, MEK oder
STAT ins Zellinnere geleitet (Signaltransduktion). So wird letztendlich das Zellwachstum
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stimuliert und der apoptotische Zelltod verhindert. Durch die Hochregulation dieses Rezeptors
in Gliomen gerät das Zellwachstum außer Kontrolle.
Bei Expression des EGFR- Homologes v- ErbB konnte sich unter Kontrolle eines S100- Beta-
Promoters die Entwicklung von Oligodendrogliomen im Tierexperiment an Mäusen
nachweisen lassen (Weiss WA et al., 2003).
DDX26, die Humane DEAD- Box- Helicase 26, ist ein DEAD- Box- Protein und auf 7p12
lokalisiert. Sie gehört zu der Familie der ATP- abhängigen RNA- Helicasen (Camargo AA et
al., 2001). RNA- Helicasen spielen eine Rolle bei unterschiedlichen Schritten des RNA-
Metabolismus wie zum Beispiel bei Transkription, Prä- mRNA- Splicing,
Ribosomenbiogenese, cytoplasmatischem Transport, Translation oder Initiation/ Elongation
(Camargo AA et al., 2001).
Eine weitere Genamplifikation, die zur Tumorgenese beiträgt, ist die des MET-
Protoonkogenes (Hepatocyte Growth Factor Receptor), lokalisiert auf 7q31-32 (Fischer U et
al., 1995). Dieses Gen ist auch unter dem Namen C- Met- Protoonkogen bekannt (Moon YW
et al., 2000). C- Met ist der Rezeptor für HGF, Hepatocyte Growth Factor, welcher als
Motilitätsfaktor in Gliomzellen agiert.
Das humane Beta2- Chimaerin (7p15.3) wird vor allem in Pankreas und Hirngewebe
exprimiert. Eine verminderte Expression konnte in Gliomen bei maligner Transformation
nachgewiesen werden (Yuan S et al., 1995). Beta2-Chimaerin wirkt als Effektor des EGFR
(Wang H et al., 2006).
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Gene auf Chromosom 10
PTEN (Phosphatase and Tensin Homologue Deleted on Chromosome 10) ist ein
Tumorsuppressorgen, das auf dem langen Arm von Chromosom 10 lokalisiert ist. Es wird
auch MMAC1 (Mutated In Multiple Advanced Cancers- 1) genannt.
Vor allem in Glioblastomen konnten LOHs und Mutationen dieses Genes nachgewiesen
werden, was vermutlich zur Tumorprogression beiträgt (Zainuddin N et al., 2005).
PTEN und Akt sind wichtige Regulatoren des PI3K- (Phosphatidylinositol 3- Kinase)
Pathways. Akt reguliert unter Anderem Zellzyklusprogression, Zellmigration, Invasion und
Angiogenese. Eine verminderte Expression von PTEN als Akt- Antagonist und eine
Überexpression des Akt- Protoonkogenes wurden neben anderen Tumoren auch im
Glioblastom nachgewiesen (Koul D et al., 2007).
Im Folgenden sind weitere potentielle Tumorsuppressorgene aufgeführt mit zum Teil nicht
ganz geklärten Funktionen:
Das für einen Transkriptionsfaktor kodierende PAX6 mit Tumorsuppressionsfunktion ist im
Glioblastoma multiforme vermindert exprimiert (Zhou YH et al., 2005).
DMBT1 (Deleted in Malignant Brain Tumors) auf 10q25-26, ein Mitglied der SRCR-
Superfamilie (Scavenger Receptor Cysteine- Rich) (Pang JC et al., 2003), zählt ebenfalls zu
den Kandidatengenen.
Ebenfalls auf 10q26 ist WDR11, ein Mitglied der WD- Repeat- Genfamilie, lokalisiert
(Chernova et al., 2001).
In einer Arbeit von Chernova OB et al. (Chernova et al., 1998) konnte ein neues Gen auf
10q24 detektiert werden: LGI1 (Leucine- Rich- Gene- Glioma- Inactivated).
Die Tatsache, dass dieses Gen in malignen Hirntumoren vermindert exprimiert und
rearrangiert ist, lässt vermuten, dass es sich auch hierbei um ein Tumorsuppressorgen handelt.
MXI1, lokalisiert auf dem langen Arm von Chromosom 10, ist ein weiteres potentielles
Tumorsuppressorgen. Dieses fungiert im Zusammenhang mit Mitgliedern der C- Myc-
Familie: Während Myc die Transkription und Zellproliferation aktiviert, beeinflusst MXI1
diese Schritte negativ (Wechsler DS et al., 1997).
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2.3.5 Assoziation von genetischen Veränderungen und Tumormorphologie
Inwieweit genetische Veränderungen in Gliomen mit der Histologie dieser Neoplasien
korrelieren, wurde nur in wenigen Arbeiten untersucht. Diese beziehen sich in erster Linie auf
oligodendrogliale Tumoren.
So postulierten McDonald et al. (2005), dass eine Assoziation zwischen der klassischen
Histologie von Oligodendrogliomen und einem Verlust der chromosomalen Regionen 1p und
19q besteht.
Auch Louis et al. (2001) setzten Verluste von 1p und 19q in Zusammenhang mit einer
Differenzierung zum oligodendroglialen Phänotypen, was auch von Barbashina et al. (2005)
berichtet wurde.
Auch bei Oligoastrocytomen war der Zusammenhang zwischen genetischen Aberrationen und
Tumormorphologie untersucht worden. In einer Arbeit von Eoli et al. (2006) konnten LOHs
des kurzen Armes von Chromosom 1 in 46% der untersuchten Oligoastrocytome
nachgewiesen werden, LOHs von 19q in 45%. Diese genetischen Veränderungen wurden als
Prädiktoren für astrocytäre und oligodendrogliale Merkmale in diesen Tumoren angesehen.
Bei Mischtumoren, die sowohl Merkmale von Oligodendrogliomen als auch von
Oligoastrocytomen aufweisen, konnten durch FISH- Untersuchungen in etwa 10% der Fälle
kombinierte Deletionen der Regionen 1p und 19q nachgewiesen werden, in etwa 20%
lediglich Verluste von 19q (Fuller CE et al., 2003). Hier fand man in ungefähr einem Viertel
der untersuchten Fälle Alterationen von PTEN/ DMBT1, in etwa 30% Alterationen von p16
und in etwa 10% EGFR- Amplifikationen.
Zur Assoziation von histologischem Erscheinungsbild von Glioblastomen und
chromosomalem Status haben Homma et al. (2006) publiziert: Eine Amplifikation von EGFR
stellte sich hierbei häufiger in kleinzelligen Glioblastomen dar als in nicht- kleinzelligen.
Desweiteren gab es eine signifikante Assoziation zwischen dem Wildtyp- TP53 und dem
Auftreten von Nekrosen im Glioblastoma multiforme.
Mittels Mikrosatellitenanalyse untersuchten Kraus JA et al. (2001) 13 Glioblastome, die
Bereiche enthielten, die histologisch gesehen Merkmale von oligodendroglialer
Differenzierung enthielten. Auch hier zeigten drei dieser Tumoren einen Verlust der
Heterozygosität für 1p, ein Tumor zusätzlich eine Deletion von 19q. In drei dieser
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Glioblastome stellte sich zusätzlich eine Überexpression von EGFR dar, in einem eine PTEN-
Mutation.
Auch zwischen genetischen Veränderungen und der Lokalisation von Gliomen scheint ein
Zusammenhang zu bestehen, was in Abbildung 6 graphisch dargestellt wird:
Die Lokalisation von Oligodendrogliomen ist insbesondere mit Deletionen der
Chromosomen 1 und 19 assoziiert, was beispielsweise Mueller W et al. (2002) nachweisen
konnten. So waren die Tumoren, die nur wenige Verluste der Chromosomen 1 und 19
aufwiesen, eher im Temporallappen lokalisiert, während Oligodendrogliome mit einem hohen
Anteil an Verlusten dieser Chromosomen eher frontal, parietal oder occipital auftraten.
Ähnliches konnte auch für Oligoastrocytome nachgewiesen werden. Außerdem zeigten
Oligoastrocytome, die im Temporallappen lokalisiert waren, signifikant mehr Mutationen von
TP53 als in anderen Lokalisationen (Mueller W et al., 2002).
Bei Astrocytomen hingegen konnte bisher kein Zusammenhang zwischen Genetik und
Lokalisation gezeigt werden (Mueller, W et al., 2002).
Abbildung 6: Zusammenhang zwischen genetischen Veränderungen und Tumorlokalisation;













2.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit
Für die moderne Therapie von Gliomen ist eine exakte Einteilung dieser Tumoren nach einem
Klassifikationsschema der WHO unerlässlich, welches auf histomorphologischen Merkmalen
basiert. Nur durch eine solche histologische Zuordnung kann eine gezielte und auf die
einzelnen Gliomentitäten abgestimmte Therapie vorgenommen werden.
Mithilfe einer histomorphologischen Einteilung ist jedoch keine zufriedenstellende
Vorhersage über das klinische und prognostische Verhalten dieser Tumoren bei den einzelnen
Patienten zu treffen.
So wird die spezifische Therapie von Gliomen vermutlich zukünftig nicht nur von der
histologischen Diagnose bestimmt werden, sondern auch von genetischen Besonderheiten
innerhalb dieser Tumoren. Dies ist unter Anderem darauf zurückzuführen, dass nachgewiesen
werden konnte, dass Gliome mit bestimmten genetischen Aberrationen ein unterschiedliches
Ansprechen auf verschiedene Chemotherapeutika zeigen. Weiterhin korreliert die
Überlebenszeit von Gliompatienten mit der Genetik dieser Tumoren.
Da folglich zukünftig neben der konventionellen Gliomklassifikation auf
histomorphologischer Basis eine genetische Einteilung dieser Tumoren vermutlich eine
immer wichtigere Rolle spielen wird, beschäftigt sich die vorliegende Arbeit mit diesem
Thema.
In den letzten Jahren wurden zahlreiche Studien publiziert, die zeigten, dass sich die
unterschiedlichen Gliome nicht nur durch morphologische Besonderheiten voneinander
unterscheiden, sondern auch durch ganz bestimmte Aberrationen auf genetischer Ebene.
Zum Nachweis genetischer Veränderungen hat sich die Zytogenetik mit der Karyotypisierung
etabliert.
Hiermit konnten beispielsweise im Glioblastoma multiforme als typische genetische
Veränderungen Zugewinne von Chromosom 7 und Verluste von Chromosom 10
nachgewiesen werden.
Zunehmend wurden auch molekularzytogenetische Verfahren wie die Fluoreszenz- In Situ-
Hybridisierung (FISH) zur Detektion genetischer Aberrationen in verschiedenen
Gliomentitäten eingesetzt. Auch durch die FISH konnten die oben genannten nummerischen
Aberrationen der Chromosomen 7 und 10 detektiert werden (Loeper et al. 2001; Nigro et al.,
2005; Smith et al., 2001).
Aber auch beispielsweise in Oligodendrogliomen konnten signifikant häufig bestimmte
Alterationen nachgewiesen werden: So gelten Deletionen der chromosomalen Bereiche 1p36
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und 19q als charakteristisch für diese Tumoren (Von Deimling et al., 1992; Reifenberger et
al., 1994; Sasaki et al., 2002).
Auch diese Arbeit beschäftigt sich mit Alterationen der chromosomalen Regionen 1p36 und
19q sowie mit nummerischen Aberrationen der Chromosomen 7 und 10 in glialen Tumoren.
Es wurden 52 Gliome molekularzytogenetisch mittels FISH untersucht (pilocytische
Astrocytome, diffuse und anaplastische Astrocytome, Oligodendrogliome, Oligoastrocytome,
Glioblastome und Ependymome).
Hierbei war es von Bedeutung, ob auch in der vorliegenden Arbeit die in der Literatur
vorbeschriebenen genetischen Veränderungen in den verschiedenen Gliomsubtypen detektiert
werden konnten.
Desweiteren wurde untersucht, wie charakteristisch die vorbeschriebenen genetischen
Veränderungen für die einzelnen Gliomentitäten sind, und ob eine Klassifikation von
Gliomen nicht nur auf histomorphologischer, sondern auch auf genetischer Basis erfolgen
kann.
Weiterhin war folgender Sachverhalt von besonderem Interesse:
Während für die zytogenetische Karyotypisierung aufwändige Zellkulturen und das Auftreten
von Mitosen notwendig sind, kann die FISH auch an Interphasekernen durchgeführt werden
(beispielsweise an Tumorausstrichpräparaten).
So ergab sich als weitere Fragestellung, ob die FISH als sinnvolle Ergänzung zur
zytogenetischen Diagnostik von Gliomen eingesetzt werden kann, insbesondere wenn für eine
Zellkultivierung nicht ausreichend Tumormaterial vorhanden ist.
Deshalb wurden die Ergebnisse der durchgeführten FISH- Untersuchungen mit Befunden
verglichen, die sich aus der Karyotypisierung der Gliome ergeben hatten.
Besonders hervorzuheben ist, dass in der vorliegenden Arbeit unterschiedliche Gliomentitäten
untersucht wurden (pilocytische Astrocytome, diffuse und anaplastische Astrocytome,
Glioblastome, Oligodendrogliome, Oligoastrocytome und zwei Ependymome, s.o.). Diese
Tumoren befanden sich zum Teil auf unterschiedlichen Progressionsstufen und unterschieden
sich so mitunter erheblich in ihrem Malignitätsgrad. Durch die Vielzahl einzelner




So wurde ein weiterer Schwerpunkt auf die Frage gelegt, ob die einzelnen Gliome beim
Übergang zu einer höheren Malignitätsstufe zunehmend oder bestimmte genetische
Aberrationen aufweisen.
3 Material
3.1 Bezugsquellen der Materialien
Anti- Dig- Alkalische Phosphatase: BIOZYM
Anti- Digoxin- Cy3: DIANOVA
BCIP: BIOMOL
Bio- Anti- Streptavidin: LINARIS
Biotin- Translations- Mix: ROCHE
BSA: SIGMA
Colcemid: GIBCO










Streptavidin- Alkalische- Phosphatase: ROCHE
Streptavidin- FITC: LINARIS
Triton X-100: SIGMA
Vectashield Mounting Medium: VEKTOR
Vectashield Mounting Medium mit DAPI: VEKTOR
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3.2 Lösungen und Puffer
Die Lösungen wurden unter möglichst reinen Bedingungen mit H2Odd angesetzt.
Die speziellen Lösungen sind bei den jeweiligen Verfahren im Methodenteil aufgeführt.
 BCIP
0,5g BCIP- Salz in 10ml Dimethylformamid gelöst
 DOT- Puffer:
0,1M Tris, 0,1M NaCl, 0,05M MgCl2, pH9,5
 Fixans
Methanol : Essigsäure 3 : 1
 Formamid deionisiert
pro 100ml Formamid 10g Mischbettionenaustauscher (BIORAD AG X- 108), 1h bei
RT gerührt, filtriert
 NBT
0,5g NBT- Salz in 10ml 70% Dimethylformamid gelöst
 Paraformaldehyd 4%
4g Paraformaldehyd in 100ml PBS bei 70°C gelöst, filtriert
 5x PBS
1,0g KCl, 1,0g KH2PO4, 40g NaCl, 8,9g Na2HPO4, add 1000ml A. dest.
 Pepsin
10% Pepsin in A. dest. bei 37°C gelöst, Aufbewahrung bei –20°C
 RNAse A
50mg RNAse in 5ml 2x SSC 10min gekocht, abgekühlt und Aufbewahrung in




3,0M NaCl, 0,3M Natriumcitrat, pH 7
 4x SSC/ Triton
4x SSC + 0,1% Triton X- 100
 TN- Puffer
0,1M Tris pH 7,6, 0,15 M NaCl
3.3 DNA- Sonden
Sonde: 1p36
PONC 0136 -1p36 Midi Satellite- Green
Sonde: 19q





Vektor pUC9 pBS (plasmid)





Die 52 untersuchten Gliome entstammen von Patienten unterschiedlichen Alters und
Geschlechtes, die aufgrund der Verdachtsdiagnose einer neuroepithelialen Neoplasie in der
Neurochirurgischen Abteilung des Universitätsklinikums des Saarlandes operiert wurden.
Die Hirntumoren wurden über konventionelle operative Methoden reseziert und zur
histologischen Diagnosesicherung an das Neuropathologische Institut gereicht. Hier wurden
die Gliome entsprechend der WHO- Klassifikation in die einzelnen Gliomentitäten eingeteilt.
Teile des Resektates wurden unter sterilen Bedingungen in ein Transportmedium aus 10%
DMEM überführt und im Zellkulturlabor des Humangenetischen Institutes der
Universitätsklinik zytogenetisch und molekularzytogenetisch untersucht.
3.4.2 Kontrollgewebe
Um eine Aussage darüber treffen zu können, ob es sich bei den in den untersuchten
Gliomzellen detektierten genetischen Aberrationen um repräsentative Befunde handelt und
nicht teilweise um Artefakte, wurden gesunde Zellen als Referenz benötigt.
Hierzu wurde aus heparinisiertem Vollblut eines gesunden Spenders eine Kurzzeitblutkultur
angelegt und Zellkerne wurden präpariert. Das Blut der gesunden männlichen und weiblichen






4.1.1 Chromosomenpräparation und Gewinnung von Interphasekernen von Gliomen
Das Tumormaterial wurde unter sterilen Bedingungen zerkleinert und je nach Menge auf
mehrere Kulturschalen verteilt. Dieses Gewebe wurde dann in jeder Kulturschale mit nur
soviel Medium (10% DMEM) versetzt, dass sich die Gewebestückchen am Boden dieser
Schalen absetzen konnten. Nur so war es möglich, dass die Zellen proliferieren und so einen
dichten Zellrasen unter Inkubation bei 37°C ausbilden konnten.
Ein Wechsel des Mediums wurde alle 2 bis 3 Tage durchgeführt.
Waren lichtmikroskopisch mehrere Mitosen nachweisbar, konnte mit dem so genannten
Abernten von Zellen begonnen werden. Dies war in der Regel nach 7 bis 10 Tagen möglich.
Hierzu wurden zwei Tropfen Colcemid zu der Kultur hinzu gegeben und diese anschließend
für 25 bis 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Bei Colcemid handelt es sich um ein an Tubulin
bindendes Gift, welches so die Ausbildung der Mitosespindel verhindert.
Nachfolgend wurde der Zellkulturüberstand abpipettiert und in einem gesonderten Röhrchen
aufbewahrt, 2ml konzentriertes Trypsin wurden in das Falcon gegeben.
All diese Schritte erfolgten unter der Sterilbank, um eine Kontamination der Kultur zu
vermeiden, sodass diese nach der Zellgewinnung weitergezüchtet werden konnte.
Nach Zugabe des Trypsins wurden die Zellen unter dem Lichtmikroskop beobachtet und das
Falcon leicht beklopft, sodass sich die Mitosen lösen konnten.
Die Einwirkdauer des Trypsins richtete sich danach, wann sich die Zellränder langsam
einzuziehen begannen.
Wiederum wurde der Überstand entfernt und zu dem vorherigen hinzugefügt.
Mit 2ml 10%igem DMEM wurde die Zellkultur gewaschen, dann wurde das Medium
ebenfalls abpipettiert. Dieser Schritt war notwendig, um Reste von Trypsin in der Kultur zu
inaktivieren. Wurden 3ml frisches Medium auf die Kultur gegeben, konnte diese erneut bei
37°C inkubiert werden und mit der Zellkultur fortgefahren werden.




Bei einer Luftfeuchte von mindestens 40% wurde dann der Überstand verworfen und das
Sediment vorsichtig resuspendiert.
2ml Kaliumchlorid (KCL, wurde zuvor im 37°C- warmen Wasserbad aufgewärmt) wurden
mit dem Zentrifugat vermischt und für weitere 8 Minuten zentrifugiert.
Dann wurde der Überstand nochmals verworfen und das Sediment in Fixans, bestehend aus
50% Methanol und 50% Essigsäure (Temperatur: -20°C), fixiert.
Anschließend wurde erneut zentrifugiert, der Überstand verworfen und die Zellen auf
Objektträger getropft, die zuvor bei –20°C in 50% Ethanol aufbewahrt worden waren.
Nach dem Trocknen wurden die Präparate mikroskopisch begutachtet.
Hierbei war darauf zu achten, dass die Interphasekerne und Chromosomen gut an den
Objektträgern hafteten und eine ausreichende Spreitung der Mitosen stattgefunden hatte. Ein
Cytoplasma- Saum sollte nicht mehr zu erkennen sein.
Entsprachen die Präparate diesen Kriterien, konnten sie für die Fluoreszenz- In- Situ-
Hybridisierung verwendet werden.
Waren die Präparate für die CTG- Bänderung vorgesehen, war es unerlässlich, dass genügend
Mitosen pro Objektträger vorhanden waren. Die Chromosomen sollten einzeln erkennbar sein
und sich nicht überlagern. Der Kondensationsgrad beeinflusste die Bänderung der
Chromosomen stark.
Nachfolgend sind beispielhaft Fotos einer Zellkultur dargestellt (T6321, Oligodendrogliom
WHO- Grad II; siehe Abbildung 7, Abbildung 8, Abbildung 9).




4.1.2 CTG- Bänderung und Karyotypisierung
Die gewonnenen Präparate wurden für 40 bis 45 Sekunden in eine Küvette mit 70 ml NaCl-
Lösung mit 2ml Bactotrypsin gestellt. Dann wurden die Präparate zweimal in NaCL- Lösung
gespült, um dann für 5 Minuten in Giemsa- Lösung zu färben.
Diese setzt sich aus 95ml Sörensen- Lösung und 5ml filtrierter Giemsa- Lösung zusammen.
Die Objektträger wurden anschließend zweimal in A. dest. gespült, getrocknet und mit
Histokitt eingedeckt.
Unter dem Lichtmikroskop erfolgte die Begutachtung des Ergebnisses der CTG- Bänderung.
War dies zufrieden stellend, konnte eine Karyotypisierung des Chromosomensatzes erfolgen.







Chromosomen durch unterschiedliche Bearbeitungstechniken wie beispielsweise eine
Modifikation des Helligkeitskontrastes der einzelnen Banden unterstützt wird.
Pro Gliom wurden durchschnittlich 15 Mitosen karyotypisiert, um den zytogenetischen
Befund zu erheben. Ein Beispiel für ein solches Karyogramm ist in Abbildung 10 dargestellt.
Aberrationen sind rot markiert (Monosomie der Chromosomen 9, 13 und 17, Trisomie der
Chromosomen 7 und 21 und fehlendes Y- Chromosom).
Abbildung 10: Karyogramm des Tumors T6336, Glioblastom
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4.2 Kurzzeitkultur aus Blut und Chromosomenpräparation aus Lymphocyten
4.2.1 Blutkultur
Von gesunden Probanden wurde unter sterilen Bedingungen unter Verwendung von Lithium-
Heparin- Monovetten über konventionelle Venenpunktion Vollblut entnommen.
Das Kulturgefäß wurde mit 8ml Nährmedium (hier: PBmax) und 0,8ml Blut befüllt, der Inhalt
vorsichtig vermischt.
Die Kultur wurde für 70 bis 72 Stunden im Brutschrank (90% Luftfeuchtigkeit, 5%ige CO2-
Begasung) inkubiert.
4.2.2 Chromosomenpräparation aus Blutlymphocyten
Nach 70- stündiger Inkubation wurden der Blutkultur 0,2ml Colcemid (0,001%ige Lösung)
hinzugefügt, vorsichtig vermischt und die Kultur für weitere 1,5 Stunden inkubiert.
Anschließend wurde der Inhalt in ein Zentrifugenröhrchen überführt und bei 172g für 8
Minuten zentrifugiert.
Der Überstand wurde verworfen und das Sediment mit 5ml von 37°C warmer 0,52%iger KCl-
Lösung vermischt.
Die Lösung wurde dann für 8 Minuten bei 37°C inkubiert und im Folgenden erneut 8 Minuten
zentrifugiert.
Von dem Zentrifugat wurde der Überstand erneut entfernt, -20°C- kaltes Fixans, bestehend
aus Methanol und Essigsäure im Verhältnis 3:1, wurde hinzu gegeben.
Die Fixationsdauer betrug eine Stunde bei -20°C, das Fixans wurde so häufig erneuert, bis das
Sediment weißlich erschien.
Dann konnte das Sediment, das mit einigen Tropfen frischen Fixans vermischt wurde, auf
gereinigte Objektträger getropft werden. Diese wurden bei -20°C in einer Lösung aus A. dest.
und Ethanol im Verhältnis 1:1 aufbewahrt.
Nachdem die Präparate an der Luft getrocknet waren, wurden sie lichtmikroskopisch beurteilt,
wobei wiederum auf eine gute Spreitung von Mitosen, fehlenden Cytoplasma- Saum und ein
ausreichendes Anhaften von Chromosomen und Interphasekernen zu achten war.
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War das Ergebnis dementsprechend, konnten die hergestellten Präparate zur Fluoreszenz- In
Situ- Hybridisierung oder zur zytogenetischen Beurteilung eingesetzt werden.
4.3 Tumorausstrichpräparate
Das Tumormaterial wurde auf silanisierte Objektträger ausgestrichen und bei -20°C gelagert.
Um diese Objektträger für die Fluoreszenz- In Situ- Hybridisierung verwenden zu können,
wurden sie nach dem Auftauen in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70- 80- 96%) für jeweils
5 Minuten dehydriert.
4.4 Markierung von DNA- Sonden
4.4.1 Nick- Translation
Da die Sonden für die Chromosomenregionen 1p36 und 19q käuflich erworben wurden, ist
dieser Schritt nur für die Sondenherstellung für die Chromosomen 7 und 10 notwendig.
Bei der Nick- Translation wird ein DNA- Strang als Matrize benutzt, um spezifisch markierte
DNA- Sequenzen herzustellen. Hierzu wird das komplette Plasmid eingesetzt, bestehend aus
Vektor und Insert.
Zu diesem Plasmid werden die Enzyme DNA- Polymerase I und DNAse sowie markierte und
unmarkierte Nukleotide hinzugegeben.
In Anwesenheit von Magnesiumionen (Mg2+) setzt die DNAse Lücken, sogenannte „nicks“,
in den DNA- Doppelstrang.
Hier greift nun die DNA- Polymerase I an, deren 5´-3´- Exonukleaseaktivität Nukleotide in
Syntheserichtung entfernt, und deren Polymeraseaktivität die entfernten Nukleotide wieder
ersetzt. Hierzu werden markierte Nukleotide angeboten.
Als Haptene für die Markierung der Nukleotide werden Biotin und Digoxygenin eingesetzt.
Digoxygenin ist ein steroidaler Naturfarbstoff aus Digitalispflanzen, wohingegen es sich bei





Bio- Nick- Translations- Mix
Dig- Nick- Translations- Mix
DNA- Sonden (#7, #10)
Ethanol absolut
NaAC 3M, pH 5,5
Durchführung
Ansatz für die Sonde für Chromosom 10:
#10, 830µg/ ml: 2µl Plasmid
4µl Dig- Nick- Translations- Mix
14µl Aqua absolut
Ansatz für die Sonde für Chromosom 7:
#7, 1380µg/ ml: 1µl Plasmid
4µl Bio- Nick- Translations- Mix
15µl Aqua absolut
Die Ansätze werden zusammenpipettiert und bei 15°C 90 Minuten inkubiert.
Durch Zugabe von 2µl NaAC und 50µl EtOH abs. wird die DNA bei -20°C mindestens zwei
Stunden gefällt.
Bei 4°C und 18000g werden die Proben nun 30 Minuten zentrifugiert, der Überstand
verworfen und das Pellet getrocknet.
Dann werden zu der Probe mit DNA von Chromosom 10 50µl A. ampura und zu der Probe
mit DNA von Chromosom 7 40µl A. ampura hinzugegeben und bei 4°C mindestens eine
Stunde gelöst.





Mithilfe dieser Technik wird überprüft, ob die Biotin- und Digoxygenin- markierten
Nukleotide erfolgreich in die DNA eingebaut wurden.
Hierzu wird Nitrocellulose verwendet, die in der Lage ist, DNA zu binden.
Auf eine solche Nitrocellulose- Membran wird eine Verdünnungsreihe der Proben
aufgetropft. Durch eine Behandlung der Membran mit BSA oder Magermilchpulver werden
unspezifische Bindungsstellen abgesättigt.
Die Membran wird mit Streptavidin- Alkalischer- Phosphatase und Digoxygenin-
Alkalischer- Phosphatase inkubiert und anschließend mit TN- Puffer gewaschen.
Nachfolgend werden BCIP sowie der Farbstoffverstärker NBT hinzugegeben.
Über den Substratumsatz durch die Alkalische Phosphatase lässt sich die Einbaurate anhand
des Präzipitates, ein violetter Farbstoffkomplex, feststellen.
Material
Anti- Dig- Alkalische- Phosphatase
Streptavidin- Alkalische- Phosphatase
Blockpuffer: 1% Magermilchpulver in 6x SSC
TN- Puffer: 0,1M Tris
0,15M NaCl
pH 7,6





Zunächst wird eine Verdünnungsreihe der Nick- translatierten Proben- DNA 1: 10 mit 6x SSC
hergestellt, wovon aus jeder Verdünnungsreihe 2µl auf die Nitrocellulosemembran pipettiert
werden.
Bei 80°C für 30 Minuten wird die Bindung der DNA an die Membran verstärkt, anschließend
wird diese für weitere 30 Minuten mit 1% BSA/ 6x SSC geblockt.
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Nachdem zweimal mit TN- Puffer gewaschen wurde, werden 3µl Streptavidin- Alkalische-
Phosphatase und 3µl Anti- Dig- Alkalische- Phosphatase auf die Membran gegeben und diese
30 Minuten bei Raumtemperatur bewegt.
Wiederum wird zweimal mit TN- Puffer gewaschen, die Membran dann 10 Minuten mit
DOT- Puffer bei Raumtemperatur bewegt.
Zur Färbelösung werden benötigt: 5,7ml DOT- Puffer
33µl NBT
25µl BCIP
In dieser Lösung wird die Nitrocellulosemembran zwischen 30 Minuten und drei Stunden im
Dunkeln inkubiert, anschließend in 70%- igem Ethanol gespült und getrocknet.
Auswertung
DNA- Gehalt der Verdünnungsstufen: 1ng – 0,1ng – 10pg – 0,1pg – 10fg.
Markierte DNA sollte bis 1pg/ µl nachweisbar sein, damit die Sonden für eine Fluoreszenz- In
Situ- Hybridisierung ausreichend markiert sind.
4.5 Fluoreszenz- In Situ- Hybridisierung (FISH)
Das molekularzytogenetische Verfahren der Fluoreszenz- In Situ- Hybridisierung geht
ursprünglich auf Gall und Pardue (1969), John et al. (1969), Buongiorno- Nardelli und
Amaldi (1970) (Chevalier, 1997) zurück. Es wurde von diesen Arbeitsgruppen unabhängig
voneinander entwickelt.
Ziel der Fluoreszenz- In Situ- Hybridisierung ist das Sichtbarmachen genetischer
Veränderungen durch den Nachweis nummerischer Aberrationen in Chromosomen sowie die
Darstellung bestimmter chromosomaler Bereiche.
Das Prinzip der FISH basiert auf der Fähigkeit von Nukleinsäuren zur Hybridbildung. Das
bedeutet, dass sowohl RNA als auch DNA in der Lage sind, sich mit komplementären
Molekülen zu gemischten Doppelsträngen, sogenannten “Hybriden“, zu renaturieren.
Durch die Einführung molekularbiologischer Klonierungstechniken und die Optimierung der
Markierungsmethoden wurde diese Methode stetig verbessert.
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Schließlich konnten Biotin- markierte Nukleotide zur Markierung von DNA- Sonden
synthetisiert werden, wodurch es Manuelidis und Webster et al. (1982) erstmals gelang,
repetitive DNA- Sequenzen nicht radioaktiv im zytologischen Präparat nachzuweisen.
Weitere Vorraussetzungen für die Fluoreszenz- In Situ- Hybridisierung sind Proben, die
spezifisch für die Zielsequenz sind.
Durch die simultane Hybridisierung von Zellen mit zwei verschiedenen Sonden erfolgt eine
Kontrolle der Penetration der Sonden in den Zellkern.
Die Technik der Fluoreszenz- In Situ- Hybridisierung stellt sich wie folgt dar:
Ziel- DNA ist in Form von Interphasekernen oder Chromosomen auf einem Objektträger
fixiert. Durch Erhitzen der DNA, gegebenenfalls in Kombination mit chemischen Verfahren,
wird diese denaturiert. Durch diese Spaltung des DNA- Doppelstranges wird die
Hybridisierung mit fluoreszenzmarkierten Molekülen ermöglicht.
Der Hybridisierungs- Mix enthält eine hohe Formamid- Konzentration, wodurch Mismatch-
Hybride destabilisiert werden sollen.
Damit die markierten Proben, die Sonden, die Nukleinsäure erreichen können, muss das
Präparat mittels Proteinase K oder Pepsin/ Salzsäure (HCl) vorbehandelt werden.
Nach der Hybridisierung muss ungebundene Probe entfernt werden, was durch das
Stringenzwaschen in Salzlösung (SSC= standard saline citrate) erreicht wird.
Die Spezifität des Waschvorganges wird reguliert über die Salzkonzentration der
Waschlösung (je geringer konzentriert, desto stringenter), die Formamid- Konzentration und
auch die Temperatur.
Es gibt zweierlei Möglichkeiten der Fluoreszenz- In Situ- Hybridisierung: Eine direkte und
eine indirekte Form:
Bei der direkten Variante sind die Nukleotide an Proben gebunden, die mit Fluorochromen
gekoppelt sind.
Bei der indirekten Form sind diese Nukleotide mit einem Reporter- Molekül gebunden.
Meist werden als Marker Biotin und Digoxygenin eingesetzt. Eine Detektion erfolgt über
Fluoreszenz- markiertes Avidin oder Antikörper. Diese indirekte Markierung ermöglicht eine
Signalamplifikation, also eine Signalverstärkung.
Nach der Detektion werden die Chromosomen und Kerne mit DAPI- Antifade (4´-6´-
Diamidino- 2- Phenylindol) gegengefärbt. Diese DNA- interkalierende Substanz emittiert
blaues Licht und das darin enthaltene “Antifade“ reduziert das Ausbleichen der Präparate.
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Diese werden bei +4°C im Dunkeln aufbewahrt oder können sofort unter Fluoreszenzlicht
mikroskopiert und ausgewertet werden.
4.5.1 Fluoreszenz- In Situ- Hybridisierung an Chromosomen und Interphase- Kernen
von Gliom- Tumorzellen
4.5.1.1 Vorbehandlung der Präparate aus der Zellkultur
Die Präparate mit den zu hybridisierenden Interphasekernen und Chromosomen werden kurz
in 2x SSC gestellt.
Bei 37°C in einer feuchten Kammer erfolgt der RNAse- Verdau für 20 Minuten (RNAse-
Stammlösung 1: 100 in 2x SSC).
Im Anschluss werden die Objektträger dreimal 5 Minuten bei Raumtemperatur in 2x SSC
gewaschen.
Danach erfolgt ein dreiminütiger Pepsin- Verdau bei 37°C im Wasserbad. Die hierzu
benötigte Lösung setzt sich wie folgt zusammen: 100ml A. dest., 50µl 10%iges Pepsin in
0,01N HCl (120µl 25%ige HCl).
Die Objektträger werden nachfolgend 5 Minuten in 5x PBS bei Raumtemperatur gewaschen
und für 10 Minuten in 4% PFA/ PBS bei 4°C fixiert.
Nachdem erneut 5 Minuten lang in 5x PBS gewaschen wurde, erfolgt die Dehydrierung der
Präparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70- 80- 96%) für jeweils 3 Minuten.
Sind die Präparate für mindestens 30 Minuten an der Luft getrocknet, erfolgt die
Weiterbehandlung durch Denaturierung und Hybridisierung, die jedoch je nach verwendeten
Sonden unterschiedlich durchgeführt werden.
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4.5.1.2 Denaturierung und Hybridisierung
4.5.1.2.1 Denaturierung und Hybridisierung mit den Sonden für die chromosomalen
Bereiche 1p36 und 19q (direkt markierte Sonden)
Denaturierung
100µl Denaturierungslösung, bestehend aus 70µl Formamid, 20µl 20x SSC und 10µl A. dest.,
werden auf das zu hybridisierende Areal der Objektträger gegeben und diese für 90 Sekunden
auf der 72°C- heißen Heizplatte denaturiert.
Danach durchlaufen die Präparate eine -20°C- kalte Alkoholreihe (70- 80- 96%), was ein
Renaturieren der DNA- Doppelstränge verhindert, um dann 30 Minuten an der Luft zu
trocknen.
Hybridisierung
Zwischenzeitlich wird der Hybridisierungs- Mix angesetzt, der sich wie folgt zusammensetzt:
5µl der Sonde für 19q (rot markiert, Cy3),
5µl Hybridisierungs- Mix, der mit den Fertigsonden mitgeliefert wird,
5µl der Sonde für 1p36 (grün markiert, FITC)
pro Objektträger.
Dieser 10µl- Ansatz wird dann 10 Minuten bei 75°C im Wasserbad denaturiert und wird
anschließend sofort auf Eis gestellt. Dieser Zwischenschritt ist notwendig, um ein spontanes
Renaturieren des Doppelstranges zu verhindern.
Da die Sonden direkt mit Fluorochromen markiert sind, muss möglichst im Dunkeln
gearbeitet werden.
Der Hybridisierungsansatz wird auf die markierten Präparate gegeben, die mit Deckgläschen




4.5.1.2.2 Denaturierung und Hybridisierung mit den zentromerspezifischen Sonden für
die Chromosomen 7 und 10 (indirekt markierte Sonden)
Der Hybridisierungsansatz aus 6µl Formamid, 1µl 20x SSC, 5µl der markierten Sonde für
Chromosom 7 oder 1,5µl der Sonde für Chromosom 10 wird auf die unter 4.6.1.
vorbehandelten Präparate pipettiert, mit einem Deckglas abgedeckt und mit Fixogum luftdicht
verschlossen.
Die simultane Denaturierung von Präparat und Hybridisierungsansatz erfolgt für 10 Minuten
bei 80°C auf einer Heizplatte.
Im Anschluss werden die Präparate über ein bis zwei Nächte in der feuchten Kammer bei
37°C hybridisiert.
4.5.1.3 Stringenzwaschung und Detektion der Proben
4.5.1.3.1 Stringenzwaschung und Detektion der Proben bei der direkten Fluoreszenz-
In Situ- Hybridisierung
Nachdem Fixogum und Deckglas entfernt wurden, erfolgt die Stringenzwaschung der
Präparate bei 65°C in 0,5x SSC/ 0,1% SDS.
Nach 5 Minuten in 1x PBS bei Raumtemperatur durchlaufen die Objektträger zwecks
Dehydrierung eine aufsteigende Alkoholreihe (70- 80- 96%) und trocknen anschließend für
mindestens 30 Minuten an der Luft.
Dann werden die Präparate mit DAPI- Antifade eingedeckt und im Dunkeln bei 4°C
aufbewahrt oder unter dem Fluoreszenz- Mikroskop begutachtet.
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4.5.1.3.2 Stringenzwaschung und Detektion der Proben bei der indirekten Fluoreszenz-
In Situ- Hybridisierung
Stringenzwaschung
Fixogum und Deckgläschen werden von den hybridisierten Objektträgern entfernt und diese
dann 2- bis 3-mal für 5 Minuten in 2x SSC bei 42°C gewaschen.
Anschließend werden die Präparate dreimal 5 Minuten in 57% FA/ 2x SSC bei 42°C
eingestellt.
Detektion der Proben
Zunächst erfolgt die Einstellung der Objektträger in 4x SSC/ 0,1% Triton bei Raumtemperatur
für 5 Minuten.
In der feuchten Kammer werden die Präparate wiederum bei Raumtemperatur 10 bis 20
Minuten lang mit 5% BSA/ 4x SSC geblockt.
In der feuchten Kammer bei 37°C erfolgt die Detektion via Streptavidin- FITC für 45 bis 60
Minuten. Hierzu benötigt man pro Objektträger 100µl 5% BSA/ 4x SSC und 0,5µl SA- FITC
(1: 200).
Nochmals wird 3x 5 Minuten in 4x SSC/ TritonX- 100 (0,1%) bei 42°C gewaschen.
Jetzt erfolgen die Amplifikation des FITC- Signals und gleichzeitig die Detektion der
Digoxygenin- markierten Sonde.
Zuvor werden die Präparate ein weiteres Mal geblockt. Anschließend wird im 37°C-
Wärmeschrank die Inkubation mit Bio- anti- Streptavidin (1:200) und anti- Dig- Cy3 (1: 400)
in 5% BSA/ 4x SSC 30 bis 45 Minuten durchgeführt.
An das dreimal 5- minütige Waschen mit 4x SSC/ TritonX- 100 bei 42°C schließt sich ein
erneutes Blocken an.
Nach der Detektion mit Streptavidin- FITC (1: 200) und Goat- anti- mouse- Cy3 (1: 400) in
5% BSA/ 4x SSC für 30 bis 45 Minuten werden die Präparate nochmals 3x 5 Minuten in
4x SSC/ TritonX- 100 bei 42°C gewaschen.
Nach dem Dehydrieren in der aufsteigenden Alkoholreihe (70- 80- 96%) und nach mindestens
30- minütigem Lufttrocknen werden die Objektträger mit DAPI- Antifade eingedeckt und




4.5.2 Fluoreszenz- In Situ- Hybridisierung an Chromosomen und Interphasekernen
von Tumorausstrichpräparaten
Die bei -20°C gelagerten Präparate werden bei Raumtemperatur aufgetaut, in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70- 80- 96%) dehydriert und für mindestens 30 Minuten
luftgetrocknet (s.o.).
Die weitere Vorbehandlung erfolgt wie zuvor beschrieben für Zellkulturpräparate, allerdings
mit einem verlängerten Pepsinverdau von 4-5 Minuten, da bei den Ausstrichpräparaten neben
den Tumorzellen noch andere Gewebereste auf den Objektträgern haften und das Penetrieren
der Sonden in die Tumorzellkerne erschweren.
Denaturierung und Hybridisierung sowie Stringenzwaschung und Probendetektion erfolgen
analog zu den Schritten bei der Hybridisierung von Zellkulturpräparaten.
4.5.3 Fluoreszenz- In Situ- Hybridisierung an Chromosomen und Interphasekernen
von Lymphocyten
Bei der Vorbehandlung von Lymphocyten beträgt der Pepsinverdau nur 1 bis 2 Minuten,
ansonsten entspricht sie der Vorbehandlung der Präparate aus der Zellkultur.




4.6 Auswertung und Statistik
Die Auswertung der Hybridisierungsergebnisse wurde an dem Fluoreszenzmikroskop BX60
von Olympus vorgenommen.
Dieses Mikroskop verfügt über die Filter MWIG für DAPI (360- 370nm), MWIBA für FITC-
Signale (460- 490nm) und MWIG für Cy3- Signale (520- 550nm).
Außerdem ist es mit einem Simultanfilter MF für FITC- und Cy3 Signale (480- 500/ 550-
575nm) ausgerüstet.
Wenn die Qualität der Zellkerne es zuließ, wurden pro Präparat in 200 Interphasekernen die
Anzahl der Fluoreszenzsignale detektiert.
Zur Kontrollhybridisierung wurden Blutlymphocyten benutzt. Der weitaus größte Teil dieser
Zellen zeigte für die eingesetzten Sonden jeweils zwei Signale, wie es für einen diploiden
Chromosomensatz zu erwarten ist. Als Beispiele sind in Abbildung 11 Hybridisierungs-
ergebnisse von gesunden Blutlymphocyten mit Sonden für die Chromosomen 7 und 10 sowie
für die chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q dargestellt:
Abbildung 11: a) 1p36 (FITC) und 19q (Cy3), Blutlymphocyten, Mitose; b) #7 (FITC)
und #10 (Cy3), Blutlymphocyten, Mitose und Zellkern
Dennoch zeigte sich um diesen oben genannten Erwartungswert eine Streuung. Dies ist unter
Anderem auf Fehlhybridisierungen oder somatische Chromosomenpaarung zurückzuführen.
Es kann davon ausgegangen werden, dass diese Faktoren auch in den Tumorpräparaten zum
Tragen kommen und somit eine Streuung der gleichen Größenordnung um den tatsächlichen




Um beurteilen zu können, ob die in den einzelnen Gliomen nachgewiesenen Aberrationen
signifikant sind, wurde dieser Streuwert in die Auswertung miteinbezogen.
Dazu wurden sowohl die Mittelwerte (in Prozent) aus den Ergebnissen des Kontrollmateriales
(Blutlymphocyten) als auch die Standardabweichung als Maß für die Streuung ermittelt.
Berechnung des Mittelwertes
Berechnung der Standardabweichung
Um eine Aussage darüber treffen zu können, ob die dargestellten Aberrationen signifikant
sind, wurde für die Signalanzahl pro Zellkern von Lymphocyten als Referenz ein Intervall
berechnet, innerhalb dessen ein Wert als normal angesehen werden kann.
Um die Ober- bzw. Untergrenze der einzelnen Intervalle festzulegen, wurde vom berechneten
Mittelwert jeder Einheit die doppelte Standardabweichung addiert bzw. subtrahiert.
Im Folgenden sind in Abbildung 12 und Abbildung 13 die Hybridisierungsergebnisse der
Lymphocyten dargestellt.
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Abbildung 12: Hybridisierungsergebnisse der Lymphocyten als Referenzgewebe, Auszählung
Prozentualer Anteil der Signale in Lymphozytenkernen
19q
% 0 1 2 3 4 8
0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0,5 0
2 0 1,0 94,0 0 0 0
3 0 0 1,5 0 0 0
4 0 0 0 0,5 2,5 0
8 0 0 0 0 0 0
1p36
19q
% 0 1 2 3 4 8
0 0 0,5 0 0,5 0,5 0
1 0 0 0 0 0 0
2 1 0 91,0 0 1,0 0
3 0 0 0 1,0 0 0
4 0 1,0 1,5 0 1,5 0





% 0 1 2 3 4 8
0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0
2 0,5 0 97 1,0 0 0
3 0 1,0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0,5 0
8 0 0 0 0 0 0
1p36
#10
% 0 1 2 3 4 8
0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0
2 0 1,0 96,0 0 0 0
3 0 0 1,0 0 0 0
4 0 0 0 0,5 1,5 0
8 0 0 0 0 0 0
#7
#10
% 0 1 2 3 4 8
0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0,5 0
2 0 1,5 94 0 0 0
3 0 1,0 1,0 0 0 0
4 0 0 0 1,5 0,5 0





% 0 1 2 3 4 8
0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 1,0 0 0
2 0 0 92,0 0 0 0
3 0 1,5 2,0 0 0 0
4 0 0 0 0,5 3,0 0
8 0 0 0 0 0 0
#7
Abbildung 13: Hybridisierungsergebnisse der Lymphocyten als Referenzgewebe, prozentualer Anteil





















Abbildung 14: Ergebnisse der Berechnungen von Mittelwert und Standardabweichung
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Als sog. Cutt- Off wurde sowohl für die Single- copy- Sonden 1p36 und 19q als auch für die
Zentromersonden für die Chromosomen 7 und 10 ein Wert von 6% berechnet.
Bei der Auswertung der Tumorzellkerne wurden Werte >6% nicht als signifikant angesehen.
Eine Signifikanz besteht also bei Werten >6%.
4.7 Geräte und Software
Brutschrank, begast Metasystems, Altlussheim
Fluoreszenzmikroskop AX 70 Olympus, Hamburg
ISIS Software Version 3.1. (FISH) Metasystems, Altlussheim
Kamera Colourview 12 Oympus, Hamburg
Mikroskop BX 61 Olympus, Hamburg
Sterilbank Laminair Heraeus, Hanau
Waage H110 Satorius, Göttingen
Wasserbäder GFL, Großburgwedel




5.1 CTG- Bänderung und Karyotypisierung der Gliom- Zellkultur
In dieser Arbeit wurden insgesamt 52 Gliome molekularzytogenetisch mit Hilfe der
Fluoreszenz- In Situ- Hybridisierung auf genetische Veränderungen hin untersucht. Hierbei
wurden Sonden für die chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q sowie für die Chromosomen 7
und 10 eingesetzt.
Nur zu 20 dieser Tumoren existierten zytogenetische Befunde in Form von Karyogrammen
(Mitwirkung: Humangenetisches Institut des Universitätsklinikums Homburg/ Saar, Fr. U.
Lindemann).
Dies hat zwei Ursachen:
1) Einerseits war es nicht möglich, alle Tumoren so lange in Zellkultur zu züchten, dass
der für die Karyotypisierung notwendige Mitoseschub stattfinden konnte.
Die FISH jedoch kann auch an Interphasekernen angewendet werden.
Metaphasechromosomen, wie sie für die CTG- Bänderung erforderlich sind, sind hier
nicht nötig.
Auch bei geringen Mengen an Tumormaterial, die für eine Zellkultur nicht
ausreichend waren, konnten FISH- Untersuchungen vorgenommen werden, da hierfür
einzelne Tumorzellen ausreichend sind.
2) Andererseits wurden die Tumorpräparate, die als Ausstrichpräparate gewonnen
wurden, nicht kultiviert.
Somit existieren in dieser Arbeit generell für die Gliome, deren Tumornummern mit
der Ziffer “5“ beginnen, keine zytogenetischen Befunde.
In Abbildung 15 sind die Ergebnisse der Karyotypisierungen zusammenfassend dargestellt.




T6266 GBM- Rez. 68-80,XY,+1,+1,-2,+3,+4,+4,+5,+6,+7,+8,-9,-
11,+12,+12,+12,+14,+16












































Abbildung 15: Tabellarische Übersicht über die zytogenetischen Befunde
Pilocytische Astrocytome
Karyogramme wurden zu 3 der hier untersuchten pilocytischen Astrocytome angefertigt.
Zwei dieser Tumoren (T6379 und T6389) zeigten keine Veränderungen auf zytogenetischer
Ebene.
In dem Tumor T6441 stellen sich Zugewinne von Chromosom 7 sowie Verluste von
Chromosom 10 dar.
Diffuse und anaplastische Astrocytome
Von zwei der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Astrocytomen (T6298, T6332) waren
Karyogramme angefertigt worden.
Während der Karyotyp des Tumors T6332 unauffällig war, zeigte das Astrocytom T6298
einen Verlust von Chromosom 19.
Glioblastome
Etwa ein Drittel (11/30) der in dieser Arbeit molekularzytogenetisch untersuchten
Glioblastome waren zuvor zytogenetisch karyotypisiert worden.
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In 8/11 dieser Glioblastome zeigten sich Zugewinne von Chromosom 7, was annähernd zwei
Drittel ausmacht (T6266, T6336, T6355, T6387, T6392, T6400, T6433, T6448).
Verluste von Chromosom 10 konnten in sieben der untersuchten Glioblastome nachgewiesen
werden, also in über 60% (T6304, T6355, T6361, T6387, T6400, T6433, T6448).
Verluste von Chromosom 1 zeigten sich in 3/11 Glioblastomen (T6304, T6336, T6433),
wobei erwähnt werden muss, dass in dem Tumor T6336 der kurze Arm von Chromosom 1
deletiert war (1p-).
Chromosom 19 hingegen war ebenfalls in 3/11 Glioblastomen in verminderter Anzahl
nachzuweisen (T6304, T6361, T6387).
Oligodendrogliome
Zu einem Oligodendrogliom existierte der zytogenetische Befund. In diesem Tumor (T6321)
waren die Chromosomen 10 und 19 nummerisch aberrant im Sinne einer verminderten
Anzahl.
Oligoastrocytome
3/4 Oligoastrocytomen wurden karyotypisiert.
Alle Tumoren wiesen Deletionen der Chromosomen 10 und 19 auf.
Der Tumor T6281 wurde als WHO- Grad II eingestuft, die beiden Oligoastrocytome T6296
und T6327 als WHO- Grad III.
Ependymome
Die beiden Ependymome aus der vorliegenden Arbeit waren nicht zytogenetisch untersucht
worden.
Im Folgenden ist beispielhaft ein Ergebnisauszug aus den Karyotypisierungen wiedergegeben
(
Abbildung 16). Rot markiert sind die folgenden Aberrationen: Monosomie 5 und 10, Trisomie
9 und 12 sowie fehlendes Y- Chromosom.
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Abbildung 16: Karyogramm des Tumors T6327, Oligoastrocytom III°
5.2 Fluoreszenz- In Situ- Hybridisierung an Gliom- Tumorzellen
 mit locusspezifischen Sonden für 1p36 und 19q
 mit Zentromersonden für die Chromosomen 7 und 10
Mittels FISH wurden 52 Gliome, die in der Klinik für Neurochirurgie am
Universitätsklinikum Homburg/ Saar reseziert worden waren, auf genetische Aberrationen hin
untersucht.
Mithilfe von Zentromersonden wurden nummerische Aberrationen der Chromosomen 7 und
10 detektiert, während für die Darstellung der chromosomalen Regionen 1p36 und 19q
Locus- spezifische Sonden zum Einsatz kamen.




Die Aberrationen wurden mit Hilfe eines Fluoreszenz- Mikroskopes detektiert, über ein
Zählprogramm wurden die Ergebnisse in tabellarischer Form dokumentiert. Sofern
ausreichend intakte Zellkerne vorhanden waren, die die Kriterien der Auswertung erfüllten,
wurden jeweils 200 Tumorzellkerne untersucht.
Besonderes Interesse galt Deletionen der chromosomalen Regionen 1p36 und 19q sowie
Zugewinnen von Chromosom 7 und Verlusten von Chromosom 10.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind im Folgenden dargestellt.
Gewertet wurden Veränderungen, die mit einer Häufigkeit von mindestens 10% auftraten
(Cut Off: 6%, aus Reliabilitätsgründen: doppelte Standardabweichung, für die
chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q 10,9%, für die Chromosomen 7 und 10 9,26%,
Kapitel 4.6.).
Die Ergebnisse zu den einzelnen Gliomentitäten sind jeweils in tabellarischer und graphischer
Form dargestellt (siehe Abbildung 17 bis Abbildung 29).
Pilocytische Astrocytome
Veränderungen der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q
Es wurden fünf pilocytische Astrocytome mit Hilfe der FISH auf Alterationen der Bereiche
1p36 und 19q hin untersucht.
Eine Deletion des chromosomalen Bereiches 1p36 konnte in keinem der hier untersuchten
pilocytischen Astrocytome nachgewiesen werden.
Ein Verlust von 19q hingegen wurde in 2/5 pilocytischen Astrocytomen detektiert (T6408,
T6441), was einem prozentualen Anteil von 40% entspricht. Es zeigten sich homozygote und
heterozygote Verluste von 19q.
Bei der Untersuchung zeigten sich außerdem in 60% (3/5) dieser Gliomentität tetrasome
Zellkerne für 1p36 und 19q (T5836, T6379, T6389).
Veränderungen der Chromosomen 7 und 10:
Von den fünf pilocytischen Astrocytomen in dieser Arbeit konnte der Tumor T6441 nicht auf
Aberrationen der Chromosomen 7 und 10 hin untersucht werden.
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In den vier untersuchten pilocytischen Astrocytomen zeigte sich kein signifikanter Zugewinn
von Chromosom 7, auch ein signifikanter Verlust von Chromosom 10 konnte nicht
nachgewiesen werden.
Das pilocytische Astrocytom T6389 zeigte tetrasome Zellkerne für die Chromosomen 7 und
10.
Kombination von Veränderungen der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q sowie der
Chromosomen 7 und 10:
4/5 pilocytischen Astrocytomen konnten sowohl mit Sonden für die Regionen 1p36 und 19q
als auch mit Sonden für die Chromosomen 7 und 10 hybridisiert werden.
Das pilocytische Astrocytom T6389 zeigte sowohl tetrasome Zellkerne für 1p36 und 19q als















T5836 2 1 6% 2 1 8,5%
4 2 8%
4 4 22%
T6379 2 0 7% 3 3 7%
2 1 9% 4 4 9%
4 4 13%
T6389 4 2 7,5% 4 4 11%
4 4 28,5%
T6408 2 0 11,5% 2 1 7,5%
2 1 12,5% 4 4 8,5%
3 2 6%
T6441 1 0 6%
2 0 36,5%
2 1 9,5%













































Abbildung 18: Graphische Übersicht über Alterationen in pilocytischen Astrocytomen
Diffuse und anaplastische Astrocytome
Veränderungen der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q:
3 diffuse Astrocytome (T5865, T6322, T6332; WHO- Grad II) und zwei anaplastische
Astrocytome (T6298, T6307; WHO- Grad III) konnten mit Sonden für 1p36 und 19q
hybridisiert werden.
Eine Deletion von 1p36 wurde in 60% der Astrocytome (3/5) detektiert (T6322, T6298,
T6307).
Bei den beiden letzteren Tumoren handelt es sich um Astrocytome des WHO- Grades III, das
Astrocytom T6322 wurde als WHO- Grad II eingestuft.
Bei den WHO- Grad III- Astrocytomen wurden nur homozygote Verluste von 1p36




Die chromosomale Region 19q war in einem Astrocytom vom WHO- Grad II deletiert
(T5865) und in zwei Grad III- Tumoren (T6298, T6307). Es konnten homozygote wie
heterozygote Verluste nachgewiesen werden.
Tetrasome Zellkerne zeigten sich in dem Tumor T6298 (WHO- Grad III; 1/5).
Veränderungen der Chromosomen 7 und 10:
Nur das Astrocytom T5856 (WHO- Grad II) konnte mit Zentromersonden für die
Chromosomen 7 und 10 untersucht werden.
Ein Zugewinn von Chromosom 7 oder ein Verlust von Chromosom 10 wurden in diesem
Tumor nicht nachgewiesen.
Kombination von Veränderungen der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q sowie der
Chromosomen 7 und 10:
Auffällig war, dass in beiden Tumoren des WHO- Grades III Deletionen von 1p36 mit
















T5865 2 0 13% 2 3 7%
2 1 18% 4 4 8,5%




T6332 1 2 6%
WHO-
Grad III




T6307 0 0 16,5%
Abbildung 19: Tabellarische Übersicht über Alterationen in diffusen und anaplastischen Astrocytomen
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WHO-II° . .WHO-III° .
Abbildung 20: Graphische Übersicht über Alterationen in Astrocytomen
Glioblastome
Veränderungen der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q:
Von insgesamt 30 Glioblastomen konnten 27 Tumoren mit locusspezifischen Sonden für 1p36
und 19q untersucht werden.
Deletionen des chromosomalen Bereiches 1p36 wurden in 10 der 27 Glioblastome detektiert
(T5706, T6313, T6337, T6400, T6410, T6426, T6427, T6432, T6433, T6448). Dies
entspricht einem prozentualen Anteil von annähernd 40%.
Homo- und heterozygote Verluste waren in etwa gleich häufig zu verzeichnen.
Häufiger als Deletionen von 1p36 zeigten sich solche von 19q.
Etwa 60% (16/27) der Glioblastome wiesen homo- oder heterozygote Verluste dieser
chromosomalen Region auf (T5789, T5800, T5809, T5845, T5856, T5872, T5892, T6336,












T5865 T6322 T6332 T6298 T6307
Tumornummer






Tetrasome Tumorzellkerne für 1p36 und 19q konnten in einem Drittel (9/27) der
Glioblastome detektiert werden (T5706, T5809, T5858, T5892, T6266, T6361, T6387,
T6392, T6394).
Jeweils 8 Signale für die Loci 1p36 und 19q ließen sich in den Glioblastomen T6266 und
T6392 nachweisen.
Ein Sonderfall ergibt sich bei den Glioblastomen T5706 und T6362:
In dem Tumor T5706 zeigten sich Zellkerne mit 2 Signalen für 1p36 bei 3 Signalen für 19q.
Der Tumor T6362 wies Kerne auf mit 3 Signalen für 1p36 und fehlendem Signal für 19q auf.
Veränderungen der Chromosomen 7 und 10:
Bei 6/30 Glioblastomen war die Hybridisierung mit Sonden für die Chromosomen 7 und 10
aufgrund von Materialmangel nicht möglich.
Signifikante Zugewinne von Chromosom 7 konnten in annähernd 40% der Glioblastome
nachgewiesen werden (9/24: T5787, T5800, T5856, T5858, T6355, T6361, T6362, T6392,
T6433).
Häufiger aber als Zugewinne von Chromosom 7 waren Verluste von Chromosom 10, die sich
in 15 der 24 untersuchten Glioblastome zeigten (T5706, T5800, T5809, T5856, T5858,
T6304, T6337, T6355, T6361, T6362, T6387, T6392, T6400, T6415, T6433). Dies macht
einen prozentualen Anteil von über 60% aus.
Hierbei konnten neben Monosomien von Chromosom 10 und Verlusten dieses Chromosomes
bei tetraploidem Chromosomensatz auch Nullisomien (T5706, T6304, T6337, T6355)
dargestellt werden. Auf diesen Sachverhalt wird im Kapitel Diskussion unter “Heterogenität
von Gliomen“ nochmals eingegangen.
Tetrasome Tumorzellkerne für die Chromosomen 7 und 10 wurden in einem Viertel der
Glioblastome nachgewiesen (6/24: T5709, T6266, T6394, T6426, T6427, T6433).
Zwei Glioblastomen (T6426, T6427) muss im Kapitel Diskussion unter “Heterogenität von
Gliomen“ besondere Aufmerksamkeit geschenkt werden: Bei diesen Tumoren scheint es sich
um Verluste von Chromosom 7 zu handeln.
Ergebnisse
77
Kombination von Veränderungen der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q sowie der
Chromosomen 7 und 10:
22 der insgesamt 30 Glioblastome konnten mit allen Sonden hybridisiert werden.
Beim Vergleich der Ergebnisse aus den einzelnen Hybridisierungen war auffällig, dass in
mehr als 20% der Glioblastom- Tumorzellen Deletionen der chromosomalen Region 19q mit
Verlusten von Chromosom 10 kombiniert waren (5/22: T5800, T5856, T6355, T6362,
T6433).
Alle Glioblastomzellen, in denen Deletionen von 19q mit Verlusten von Chromosom 10
kombiniert waren, wiesen auch Zugewinne von Chromosom 7 auf (T5800, T5856, T6355,
T6362, T6433).
Deletionen von 1p36 und 19q traten zu mehr als 20% als Kombination in den gleichen
Glioblastomzellen auf (6/27: T6410, T6426, T6427, T6432, T6433, T6448).
Ein gemeinsames Auftreten von Zugewinnen von Chromosom 7 und Verlusten von
Chromosom 10 in der gleichen Tumorzelle konnte in einem Drittel der Fälle nachgewiesen















T5706 2 3 10% 2 0 11%
3 3 8% 2 1 9%
2 4 16,5% 4 2 7%
3 4 6,5% 3 3 11%
4 4 19,5% 4 3 7%
4 4 8%
T5709 4 2 8%
4 4 16%
T5787 3 2 10,5%
4 2 7%
4 4 8%


















T5800 2 0 19,5% 2 1 13,5%
4 0 12% 4 2 13%
4 2 14% 5 3 10,5%
4 4 7%
T5809 4 4 22% 2 1 14%
4 2 6,5%
T5845 2 0 58%
2 1 22,5%
T5856 2 0 77,5% 2 1 14%
2 1 9% 3 1 31%
3 2 19%
T5858 3 2 6,5% 2 0 9,5%
2 4 8,5% 2 1 12%
3 4 8% 3 1 7,5%
4 4 17% 3 2 13%
3 3 6,5% 4 2 9%






T5892 4 0 7%
4 2 12%
4 4 27%
T6266 4 4 45,5% 2 0 6,5%
8 8 11,5% 2 4 7,5%
4 4 19,5%
T6304 2 1 6,5% 0 0 10%
4 4 7% 1 0 19%
2 0 25%
2 1 19%
T6313 0 2 15% 0 0 0%
1 2 15,5% 0 0 0%

















T6336 1 0 8,5% 2 1 6,5%
2 0 23,5%
2 1 19%
T6337 0 2 15,5% 0 0 6%
1 2 13% 2 0 33%
2 1 22%









T6362 2 0 41,5% 3 2 16%
3 0 37,5% 4 2 53,5%
4 0 7,5%
T6387 4 4 26% 2 1 16,5%
3 2 9%
T6392 4 2 8,5% 4 2 10%
4 3 7,5% 5 2 7%
4 4 21% 5 3 12%
8 8 15% 4 4 7%
5 4 10%
8 8 9,5%
T6394 4 3 8% 4 4 10,5%
4 4 16%
T6400 2 1 8% 2 1 12%
1 2 14% 4 1 17%


















T6410 0 0 8,5% 2 1 9,5%





T6415 2 1 9%
4 2 25%
4 4 7%
T6426 0 0 40% 2 3 11%
1 0 18% 2 4 25,5%
2 0 20% 3 4 7%
1 1 8% 4 4 14,5%
T6427 1 0 11% 2 3 10,5%
2 0 25% 2 4 41,5%
1 1 7,5% 3 4 7%
2 1 20% 4 4 10,5%






T6433 1 0 8% 3 1 6%
2 0 47% 4 1 14,5%
4 0 6% 3 2 10%
2 1 8% 4 2 31,5%
0 2 12% 4 4 16,5%












































































































































































Veränderungen der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q:
5 der 6 Oligodendrogliome dieser Arbeit konnten mit locusspezifischen Sonden für die
Regionen 1p36 und 19q untersucht werden.
Eine Deletion von 1p36 zeigte sich in dem Tumor T5799 (WHO- Grad III), was einem
prozentualen Anteil von 20% entspricht.
Signifikant häufiger konnten Verluste der chromosomalen Region 19q dargestellt werden:
60% der Oligodendrogliome, darunter beide Tumoren des WHO- Grades III (T5799, T5877)
und ein Tumor des WHO- Grades II (T6328), wiesen homo- wie auch heterozygote
Deletionen dieses Bereiches auf.
Das Oligodendrogliom T6349 (WHO- Grad II) zeigte tetrasome Zellkerne für 1p36 und 19q.
Veränderungen der Chromosomen 7 und 10:
Sechs oligodendrogliale Tumoren wurden mit Zentromersonden für die Chromosomen 7 und
10 molekularzytogenetisch untersucht.
Ein Drittel der Tumoren (2/6: T5886, T5877; WHO- Grad II und –III) zeigten Zugewinne von
Chromosom 7.
Verluste von Chromosom 10 wurden ebenfalls in einem Drittel der Oligodendrogliome
detektiert (T5886, T6328, beide WHO- Grad II).
Kombination von Veränderungen der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q sowie der
Chromosomen 7 und 10:
In beiden Oligodendrogliomen, die als WHO- Grad III eingestuft worden waren (T5799,
T5877) sowie in dem Tumor T6328 (WHO- Grad II) war ein gemeinsames Auftreten von
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Deletionen von 19q und Verlusten von Chromosom 10 in den gleichen Tumorzellkernen zu
verzeichnen. Dies macht einen prozentualen Anteil von 60% der Oligodendrogliome aus.
Eine Kombination von Deletionen der Regionen 1p36 und 19q in den gleichen
Tumorzellkernen konnte in dem Oligodendrogliom T5799 (WHO- Grad III) detektiert
werden.
Die Tumoren T5886 (WHO- Grad II) und T5877 (WHO- Grad III) zeigten in den gleichen

















T5886 2 1 12%
3 2 11,5%
4 4 9,5%
T6321 4 4 7,5% 2 0 9,5%
2 1 9,5%
1 2 9,5%
T6328 2 0 7,5% 2 1 11,5%
2 1 11,5%
4 2 7,5%




T5799 2 0 10% 1 0 6%
2 4 14% 2 0 12%
4 2 6% 2 1 16%
T5877 2 0 19,5% 2 0 12,5%
2 1 43,5% 2 1 10%
3 2 10%
4 4 6%








































Abbildung 26: Graphische Übersicht über Alterationen in Oligodendrogliomen
Oligoastrocytome
Veränderungen der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q:
Vier Oligoastrocytome wurden auf Alterationen der Regionen 1p36 und 19q hin untersucht.
Deletionen des Locus 1p36 konnten nicht detektiert werden.
50% der Oligoastrocytome (2/4) zeigten jedoch Deletionen von 19q: Der Tumor T5707 wurde
als Oligoastrocytom des WHO- Grades III eingestuft, der Tumor T6281 als WHO- Grad II.
Homozygote Deletionen traten häufiger auf als heterozygote.




Auffallend war der Tumor T5707 (WHO- Grad III), bei dem signifikant häufig (18,5%) 5
Signale für die 1p36- Region detektiert werden konnten.
Veränderungen der Chromosomen 7 und 10:
Von den vier an dieser Stelle untersuchten Oligoastrocytomen konnten drei Tumoren auf
Aberrationen der Chromosomen 7 und 10 hin untersucht werden.
Zugewinne von Chromosom 7 oder Verluste von Chromosom 10 ließen sich jedoch an dieser
Stelle nicht nachweisen.
Das Oligoastrocytom T6327 (WHO- Grad III) zeigte jedoch mit einer Häufigkeit von bis zu
40% Zellkerne mit Verlusten von Chromosom 7 im Sinne einer Nullisomie, was im Kapitel
Diskussion unter “Heterogenität von Gliomen“ erläutert wird.
Kombination von Veränderungen der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q sowie der
Chromosomen 7 und 10:
Drei Oligoastrocytome konnten mit allen Sonden hybridisiert wurden.


















T6281 0 0 9% 2 0 7,5%
2 0 15,5% 2 1 6,5%
2 1 16% 4 2 7,5%
4 4 7,5%
T6296 3 2 6,5% 0 2 8,5%









T6327 0 0 6,5% 0 2 40%
3 2 6,5% 0 4 28,5%
1 2 8%
4 4 6,5%






























Abbildung 28: Graphische Übersicht über Alterationen in Oligoastrocytomen
Ependymome
Veränderungen der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q:
Ein Ependymom konnte mit locusspezifischen Sonden für 1p36 und 19q untersucht werden:
Deletionen dieser beiden Loci ließen sich jedoch nicht nachweisen.
Es zeigten sich in signifikanter Häufigkeit tetra- und oktasome Zellkerne für die Regionen
1p36 und 19q.
Veränderungen der Chromosomen 7 und 10:
Zwei Ependymome wurden auf Aberrationen der Chromosomen 7 und 10 hin untersucht.




Kombination von Veränderungen der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q sowie der
Chromosomen 7 und 10:
















T5786 4 3 7%
3 4 6%
4 4 39,5%
T6334 4 4 22% 4 2 7%
8 8 16% 4 4 15%
8 8 10%
2 1 6%
Abbildung 29: Tabellarische Übersicht über Alterationen in Ependymomen
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Zusammenfassung der molekularzytogenetischen Ergebnisse
In den folgenden Abbildungen (Abbildung 30 bis Abbildung 33) werden die genetischen
Veränderungen in den einzelnen Gliomsubtypen zusammenfassend dargestellt.
Die beiden in der vorliegenden Arbeit untersuchten Ependymome wurden an dieser Stelle
vernachlässigt.
Abbildung 30: Deletionen von 1p36
Mit einem prozentualen Anteil von 60% ist eine Deletion des chromosomalen Bereiches 1p36
in dieser Arbeit am häufigsten in diffusen und anaplastischen Astrocytomen nachgewiesen








pilocytische Astrocytome Astrocytome, diffus und
Anaplastisch
Glioblastome Oligoastrocytome Oligodendrogliome
Deletion der chromosomalen Region 1p36
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Abbildung 31: Deletionen von 19q
Deletionen des chromosomalen Bereiches 19q traten mit jeweils etwa 60% am häufigsten in
diffusen und anaplastischen Astrocytomen, Oligodendrogliomen und Glioblastomen (59%)









pilocytische Astrocytome Astrocytome, diffus und
anaplastisch
Glioblastome Oligoastrocytome Oligodendrogliome
Deletion der chromosomalen Region 19q
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Abbildung 32: Zugewinne von Chromosom 7
Mit 37,5% waren Zugewinne von Chromosom 7 am häufigsten in Glioblastomen
nachzuweisen. Sonst konnte diese nummerische Aberration mit 33,3% nur in
Oligodendrogliomen nachgewiesen werden.
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Verluste von Chromosom 10 konnten mit 66,6% am häufigsten in Oligodendrogliomen
detektiert werden.
Daneben zeigte sich diese Aberration nur in Glioblastomen (62,5%)
Die folgende Seite zeigt beispielhaft Ergebnisse der FISH (Fotographien; Abbildung 34).
Abbildung 34a) zeigt einen Verlust von Chromosom 10 (Monosomie 10) bei vier Signalen für
Chromosom 7 in dem Glioblastom T6433.
In dem Oligodendrogliom T5795 ( 34b) ) wurden ebenfalls Verluste von Chromosom 10 bei
Zugewinnen von Chromosom 7 detektiert. Es handelt sich hierbei um ein
Tumorausstrichpräparat. Abbildung 34c) zeigt eine Mitose des Glioblastomes T6448 mit
einem Signalverlust für 19q und bei nur einem Signal für 1p36. Dieser Tumor ist nochmals in
Abbildung 34d) dargestellt (Zellkerne), wo sich ebenfalls die Deletion 19q zeigt.
In den Abbildungen 34e) und 34f) sind im Detail Deletionen von 19q bei vermehrter Anzahl




Abbildung 34: a) T6433, GBM, #7 (FITC) und #10 (Cy3); b) T5795, OD, #7 (FITC) und #10 (Cy3); c)
T6448, GBM, 1p36 (FITC) und 19q (Cy3); d) T6448, GBM, 1p36 (FITC) und 19q (Cy3); e) T6408, GBM,






5.3 Ergebnisvergleich zwischen Fluoreszenz- In Situ- Hybridisierung und
Karyotypisierung von Gliomen
An dieser Stelle wurden zwei Techniken zur Untersuchung des genetischen Status von Gliom-
Tumorzellen miteinander verglichen: Die Fluoreszenz- In Situ- Hybridisierung und die
Karyotypisierung.
Ziel war es, nähere Aussagen darüber treffen zu können, ob die FISH als sinnvolles Verfahren
zur Ergänzung der genetischen Gliomdiagnostik eingesetzt werden kann. Dies könnte
beispielsweise von Bedeutung sein, wenn nur wenig Tumormaterial für diese Diagnostik zur
Verfügung steht und so eine Zellkultivierung, wie sie für die Karyotypisierung notwendig ist,
erschwert ist.
Allerdings treten bei diesem Vergleich folgende Hauptprobleme auf:
1) Zum einen wurde für Hybridisierung und Karyotypisierung nicht immer das gleiche
Tumormaterial verwendet.
Dieses unterscheidet sich beispielsweise zum Teil erheblich im Alter. So ist es
möglich, dass Material des gleichen Tumors schon nach kurzer Zellkulturdauer für die
zytogenetische Untersuchung verwendet wurde und erst nach längerer
Kultivierungsdauer für die FISH.
Dies kann bedeuten, dass sich im Rahmen der längeren Kultivierungszeit sekundäre
genetische Veränderungen ausbilden konnten.
2) Mit Hilfe der FISH können genetische Veränderungen auf molekularzytogenetischer
Ebene detektiert werden wie beispielsweise Veränderungen einzelner chromosomaler
Bereiche. Aufgrund des geringeren Auflösungsvermögens können durch
konventionelle zytogenetische Verfahren (Karyotypisierung) nur nummerische und
bestimmte strukturelle Aberrationen untersucht werden.
3) Zu berücksichtigen ist weiterhin, dass bei der Karyotypisierung der gesamte
Chromosomansatz der Tumorzellkerne beurteilt werden kann, während bei der FISH
nur bestimmte chromosomale Regionen untersucht werden.
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4) Weiterhin war es nicht immer möglich, die Gliome aus der vorliegenden Arbeit mit
beiden Sondenpaaren (1p36/ 19q; #7/#10) zu hybridisieren, was einen repräsentativen
Vergleich zusätzlich erschwert.
Dennoch soll mit Verweis (insbesondere auf Punkt 2) ein Vergleich zwischen FISH und
Karyotypisierung auch für die chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q (beziehungsweise die
Chromosomen 1 und 19) gezogen werden.
Von den insgesamt 52 Gliomen, die in der vorliegenden Arbeit untersucht worden waren,
konnten 20 Gliome karyotypisiert werden. Das bedeutet, dass in weniger als der Hälfte dieser
Fälle ein Methodenvergleich möglich war.
In Abbildung 35 sind die Ergebnisse dieses Vergleichs dargestellt.
Berücksichtigt für die Auswertung wurden Deletionen der chromosomalen Regionen 1p36
und 19q (beziehungsweise Verluste der Chromosomen 1 und 19) sowie Zugewinne von
Chromosom 7 und Verluste von Chromosom 10.
Tumornummer FISH Karyotypisierung
Pilocytische Astrocytome T6379 nicht signifikant - #19
- #10
T6389 nicht signifikant ----------------------
-
T6441 -19q - #10
Astrocytome T6298 (III°) -1p36
-19q
- #19
T6332 (II°) nicht signifikant - #1
Glioblastome T6266 nicht signifikant + #7








































Oligodendrogliome T6321 (II°) nicht signifikant - #10
Oligoastrocytome T6281 (II°) -19q - #19
- #10
T6296 (II°) nicht signifikant ----------------------
T6327 (III°) nicht signifikant - #19
Abbildung 35: Ergebnisvergleich zwischen FISH und Karyotypisierung
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Vergleich der molekularzytogenetischen und zytogenetischen Ergebnisse
In 9/20 Gliomen, die hier miteinander verglichen wurden, konnten durch beide
Untersuchungstechniken gleiche Ergebnisse ermittelt werden.
Wie oben bereits erwähnt, wurde ein Ergebnis auch dann als gleich gewertet, wenn bei der
FISH eine Deletion von 1p36 oder 19q vorlag und im Karyogramm ein Verlust der
Chromosomen 1 und 19.
Drei pilocytische Astrocytome konnten miteinander verglichen werden.
In dem Tumor T6379 zeigten sich in der FISH keine signifikanten Aberrationen, während
sich zytogenetisch Deletionen der Chromosomen 10 und 19 nachweisen ließen.
Bei dem pilocytischen Astrocytom T6389 konnten weder durch FISH noch durch
Karyotypisierung signifikante Aberrationen detektiert werden.
Von den beiden Astrocytomen, die mit beiden Techniken untersucht worden waren, zeigte der
anaplastische Tumor (T6298) Deletionen von 19q beziehungsweise von Chromosom 19 in
beiden Untersuchungen.
Das Astrocytom T6332 (WHO- Grad II) wies im Karyogramm Verluste von Chromosom 1
auf, in der FISH jedoch keine signifikanten Veränderungen.
In 3/11 Glioblastomen wurden durch beide Untersuchungstechniken Zugewinne von
Chromosom 7 detektiert (T6355; T6392; T6433).
In 6/11 Glioblastomen konnten sowohl zytogenetisch als auch molekularzytogenetisch
Verluste von Chromosom 10 nachgewiesen werden (T6304; T6355; T6361; T6387; T6400;
T6433).
Für das Glioblastom T6433 konnten Deletionen von 1p36 beziehungsweise von Chromosom
1 mit beiden Methoden nachgewiesen werden.
In den übrigen Glioblastomen, bei denen beide Untersuchungsmethoden miteinander
verglichen werden konnten, zeigten sich bei beiden Techniken Zugewinne von Chromosom 7




Das Oligodendrogliom T6321, von dem FISH- Untersuchungen und Karyogramme
angefertigt worden waren, zeigte keine signifikanten Hybridisierungsergebnisse, während im
Karyogramm ein Verlust von Chromosom 10 vorlag.
Von den drei an dieser Stelle miteinander verglichenen Oligoastrocytomen zeigte der Tumor
T6281 eine Deletion von 19q in der FISH und einen Verlust von Chromosom 19 im
Karyogramm.
Die beiden anderen Tumoren (T6296, WHO- Grad II und T6327, WHO- Grad III) wiesen





6.1.1 Zytogenetische Untersuchung (Karyotypisierung)
Die zytogenetische Analyse des Chromosomensatzes bietet sowohl Vorteile als auch
Nachteile:
So ist die Tatsache, dass der vollständige Chromosomensatz einer Zelle mikroskopisch
beurteilt werden kann, von besonderem Wert. Dadurch kann eine Aussage über jedes
Chromosom in der zu beurteilenden Mitose in der Metaphase gemacht werden, wenn auch nur
in begrenztem Ausmaß. Denn durch die zytogenetische Karyotypisierung können, bedingt
durch das Auflösungsvermögen, nummerische und bestimmte strukturelle Aberrationen
nachgewiesen werden. Die genaue Analyse bestimmter chromosomaler Regionen bleibt
jedoch anderen Methoden vorbehalten wie beispielsweise der molekularzytogenetischen
Methode der Fluoreszenz- In Situ- Hybridisierung.
Von Nachteil bei der Zytogenetik ist außerdem die Tatsache, dass eine Kultivierung von
Tumorzellen notwendig ist. Eine solche Zellkultur ist jedoch nicht immer möglich:
 Nicht immer wurden ausreichende Mengen an Tumormaterial reseziert, um sowohl
eine histopathologische Diagnosesicherung zu ermöglichen als auch eine
Zellkultivierung für die genetische Gliomdiagnostik.
Unter Umständen musste zugunsten von ausreichend Tumormaterial für die
histomorphologische Beurteilung auf eine zytogenetische Diagnostik verzichtet
werden.
 Des Weiteren war es möglich, dass trotz allen Bemühens um ein steriles Arbeitens die
Zellkulturen verunreinigt wurden und aus diesem Grund verworfen werden mussten.
Hauptsächlich Hefepilze trugen hierzu bei, aber auch bakterielle Erreger.
 Auch wenn die Zellkultur unter optimalen Bedingungen angelegt wurde, begannen
einige Tumorzellen nicht, auszuwachsen.
Dafür konnte unter Anderem eine zu geringe Menge intakter Tumorzellen
verantwortlich sein, was zum Beispiel durch den intraoperativen Einsatz der
elektronischen Blutstillung Zustande kam (Zelltod durch die Elektrokoagulation).
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Auch ist für die Karyotypisierung ein Vorhandensein ausreichend vieler Mitosen in der
Metaphase unerlässlich.
Außerdem muss bei der Herstellung von Metaphasepräparaten für die Karyotypisierung
darauf geachtet werden, dass beim Auftropfen (siehe Kapitel 4.1.1.) eine ausreichende
Spreitung der Chromosomen gelungen ist und sich die einzelnen Chromosomen nicht
überlagern. Nur so können diese nach der Bänderung eindeutig beurteilt werden.
Desweiteren erfordert die Karyotypisierung eine enorme Erfahrung auf diesem Gebiet der
Zytogenetik, nur durch ein geschultes Auge können die Chromosomen richtig zugeordnet
werden.
6.1.2 Fluoreszenz- In Situ- Hybridisierung an Chromosomen und Interphasekernen
von Gliomen
Aufgrund der hohen Auflösung dieser Methode können genetische Alterationen auf
molekularzytogenetischer Ebene zuverlässig nachgewiesen werden.
Die Sensitivität der Fluoreszenz- In Situ- Hybridisierung (FISH) liegt deutlich über dem
Auflösungsvermögen anderer molekularzytogenetischer Methoden wie zum Beispiel der
Vergleichenden Genomischen Hybridisierung (CGH).
Außerdem sind für Techniken wie die CGH weitaus reinere Tumorproben erforderlich als für
die FISH.
Ein weiterer Vorteil der FISH liegt darin, dass diese Methode auch an Interphasekernen
durchgeführt werden kann, Metaphasechromosomen sind nicht erforderlich. Somit können für
diese Hybridisierungstechnik auch einzelne Tumorzellen, zum Beispiel in Form von
Tumorausstrichpräparaten, herangezogen werden. Eine oft langwierige Zellkultivierung ist
also nicht erforderlich, so dass auch die schnelle Handhabung für die FISH spricht.
Weiterhin können mit der FISH nicht nur einzelne Chromosomen detektiert werden, sondern
auch die absolute DNA- Kopienzahl am untersuchten Locus, was einen entscheidenden
Vorteil bedeutet.
Aber bei der FISH sind auch Fehlinterpretationen möglich.
So kann es zum vermeintlichen Signalverlust bei der fluoreszenzmikroskopischen
Auswertung kommen. Dies kann durch einen zu starken Pepsinverdau bei der Vorbehandlung
der Präparate oder ein zu stringentes Waschen der Präparate bedingt sein (siehe Kapitel 4.5.).
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Aber auch ein vermeintlicher Signalgewinn ist beispielsweise durch unzureichende Stringenz
beim Waschen möglich (Hopman et al., 1992; zur Stringenzwaschung siehe Kapitel 4.6.).
Auch eine Mithybridisierung von Normalgewebe kann zum vermeintlichen Zugewinn von
Signalen führen. Denn bei der Resektion von Gliomen kann eine Mitentnahme von gesundem
Hirnparenchym oder Gefäßendothel nicht definitiv ausgeschlossen werden (siehe auch
Tumorausstrichpräparate).
Dieses Problem stellt sich jedoch auch bei der zytogenetischen Karyotypisierung.
Um die oben genannten Fehler bei der FISH zu minimieren, ist es notwendig,
Kontrollhybridisierungen an gesunden Blutlymphocyten durchzuführen und mit den
Ergebnissen für das Tumorgewebe zu vergleichen (siehe Bestimmung des sogenannten “Cut
Off“, s. Kapitel 4.6.). Auch durch die simultane Hybridisierung mit zwei Sonden, hier mit den
Sonden für 1p36 und 19q in Kombination sowie den Sonden für die Chromosomen 7 und 10
in Kombination, ist eine zusätzliche Kontrolle für die Penetranz der Sonden in die Zellkerne
gewährleistet: Treten Signale für eine Sonde im Normalgewebe (hier in gesunden
Lymphocyten) regelmäßig auf, während sie für die zweite verwendete Sonde fehlen, sind die
Versuchsbedingungen zu überprüfen.
Ein Nachteil der FISH besteht auch in der Tatsache, dass mit dieser Methode ausschließlich
die Chromosomen oder chromosomalen Bereiche beurteilt werden können, für die spezifische
Sonden eingesetzt worden sind.
Aus diesem Grund bleiben bei dieser molekularzytogenetischen Untersuchungsmethode
strukturelle oder nummerische Aberrationen anderer Chromosomen unbemerkt.
Auch wurden in dieser Arbeit zwar die Chromosomen 7 und 10 auf Veränderungen hin
untersucht, allerdings kann durch den Einsatz von Zentromersonden – wie in der vorliegenden
Arbeit – nicht beurteilt werden, ob zum Beispiel Deletionen bestimmter Chromosomen-
abschnitte vorliegen.
Dies impliziert, dass vor der Durchführung einer FISH bereits der Verdacht auf bestimmte
chromosomale Veränderungen vorliegen muss. Oder aber man nutzt diese Methode zur
Verifizierung genetischer Aberrationen, die bereits mit anderen Methoden nachgewiesen
wurden (zum Beispiel durch die Karyotypisierung).
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Bei der mikroskopischen Auswertung einiger Gliom- Hybridisierungen in dieser Arbeit
zeigten sich Ergebnisse, die nur knapp über dem an gesunden Blutlymphocyten ermittelten
Cut Off von 6% lagen.
Dieser Sachverhalt kann darauf zurückzuführen sein, dass eine zu starke Verdauung der
Zellkerne stattgefunden hat und dadurch Signale verloren gehen (siehe auch oben).
Aber auch Pseudo- Monosomien durch somatische Paarungen der Chromosomen, wie sie bei
Arnoldus et al. (1992) für das Chromosom 17 beschrieben wurden, sind denkbar.
Genauso können Vermehrungen genetischen Materiales, deren Werte nur knapp oberhalb des
Cut Off von 6% lagen, auf Artefakte zurückzuführen sein, wobei hier an erster Stelle
sicherlich der vermeintliche Signalgewinn durch eine unzureichende Stringenzwaschung oder
durch die Hybridisierung von Zell- Mischpopulationen steht.
Um vor diesem Hintergrund Fehlinterpretationen zu vermeiden, wurden in der vorliegenden
Arbeit bei der Auswertung der FISH- Ergebnisse nur solche Ergebnisse als signifikant
gewertet, die mit einer Häufigkeit von mehr als 10% auftraten (siehe Berechnung der
doppelten Standardabweichung: Für die chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q 10,9%, für
die Chromosomen 7 und 10 9,26%, bei einem Cut off von 6%; Kapitel 4.6.).
6.1.3 Methodenvergleich zwischen Zytogenetik und Molekularzytogenetik
Beim Vergleich von Karyotypisierung und FISH muss nochmals auf folgendes essentielles
Problem hingewiesen werden:
Bei der FISH werden Sonden für bestimmte Chromosomen oder chromosomale Bereiche
eingesetzt. Die Karyotypisierung hingegen zeichnet sich dadurch aus, dass alle Chromosomen
einer mitotischen Zelle dargestellt werden können.
Dieser Sachverhalt erschwert einen direkten Methodenvergleich.
Für die vorliegende Arbeit bedeutet dies, dass die molekularzytogenetischen wie die
zytogenetischen Ergebnisse für die Chromosomen 7 und 10 verglichen werden können.
Mit den Chromosomen 1 und 19 verhält es sich folgendermaßen: Hier können durch die FISH
die chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q detektiert werden. Durch die Karyotypisierung
können sich Hinweise auf Alterationen solcher Bereiche ergeben, jedoch können diese nicht
mit einer solchen Genauigkeit wie bei der FISH nachgewiesen werden.
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In der vorliegenden Arbeit wurden 52 Gliome durch die FISH auf genetische Aberrationen
hin untersucht. Zu 20/52 Gliomen waren Karyogramme angefertigt worden.
Dass weniger als die Hälfte der Tumoren mit beiden Techniken untersucht wurden, begründet
sich folgendermaßen:
1. Alle Gliome mit einer Tumornummer, die mit der Ziffer “5“ beginnen, wurden als
Tumorausstrichpräparate gewonnen. Da von diesen Tumoren keine Zellkulturen
angelegt worden waren, war eine Karyotypisierung nicht möglich.
2. Andere Gliome zeigten in Zellkultur keine ausreichende mitotische Aktivität, welche
aber Vorraussetzung für das Anfertigen von Karyogrammen ist.
Da die FISH hingegen auch an Interphasekernen durchgeführt werden kann, konnte
eine Hybridisierung dennoch erfolgen.
Aus dem Ergebnisteil 5.3. ergibt sich, dass nicht in allen Gliomen durch beide Methoden das
gleiche Ergebnis ermittelt werden konnte.
Die Ursache für diese Diskrepanz wird im Folgenden erörtert.
Sicherlich spielt die extreme Heterogenität der Gliome hierbei die wichtigste Rolle:
Durch FISH und Zytogenetik werden immer einzelne Tumorzellen untersucht, jedoch nie die
gleichen.
Daher bedeuten die nachgewiesenen Ergebnisse nicht, dass die beiden Methoden keine
verlässlichen oder differente Ergebnisse liefern. Vielmehr werden die genetischen
Aberrationen in unterschiedlichen Zellkernen detektiert, die bei Gliomen genetisch sehr
heterogen sein können. Im Routinebetrieb der neuroonkologischen Arbeitsgruppe können
jedoch die gleichen Veränderungen nachgewiesen werden.
Auch die nachstehend aufgelisteten Möglichkeiten können eine Diskrepanz der Ergebnisse
bei beiden Techniken erklären:
Eine Besonderheit bei Gliomen liegt darin, dass zahlreiche Zellen einen genetisch
unauffälligen Chromosomensatz aufweisen, in dem eventuell allenfalls die
Geschlechtschromosomen aberrant sind (Lindström et al., 1991).
Da es keine definierten morphologischen Kriterien für die Unterscheidung zwischen
Tumorgewebe und Normalgewebe gibt, kann nicht sicher ausgeschlossen werden, dass es sich
bei Zellen mit unauffälligem genetischem Status um Zellen aus Normalgewebe handelt und
nicht um Gliomzellen. Da bei der Tumorresektion die Mitentnahme beispielsweise von
Gefäßendothel oder gesundem Hirngewebe nicht ausgeschlossen werden kann, lassen sich so
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falsch- negative Ergebnisse erklären. Hier erzielt beispielsweise die histopathologische
Untersuchung sicherere Ergebnisse.
Es kann also auch durch die mögliche Hybridisierung von Zell- Mischpopulationen bedingt
sein, dass mit einer der beiden hier angewendeten Methoden Veränderungen nachgewiesen
werden konnten und mit der anderen nicht.
Auch eine klonale Selektion kann zu Artefakten führen:
Unter den artifiziellen Wachstumsbedingungen, wie sie in der Tumorzellkultur herrschen,
können bestimmte Zellklone in ihrem Wachstum gefördert oder gehemmt werden.
Dies kann auch dazu führen, dass Zellen von Normalgewebe bevorzugt gegenüber
Tumorzellen wachsen.
Durch diese artifiziellen Wachstumsbedingungen in der Gliom- Zellkultur können sich auch
neue Mutationen ausbilden, die in den primären Zellen noch nicht vorhanden waren, was
schließlich zu einem unterschiedlichen Ergebnis der beiden Untersuchungsmethoden führen
kann.
Da die zytogenetische Untersuchung an das Vorliegen von Metaphasechromosomen
gebunden ist, müssen die Tumorzellen so lange in Zellkultur wachsen, bis ausreichend viele
Mitosen vorliegen. In dieser Zeit können sich neue Mutationen ausbilden.
In der Zwischenzeit kann jedoch von dieser Kultur schon Tumorzellmaterial abgezweigt
werden für die FISH- Untersuchung.
Das bedeutet, dass das Material, das durch die Hybridisierung untersucht wurde, unter
Umständen jünger ist als das Material, das zur Karyotypisierung eingesetzt wurde.
Umgekehrt ist es aber auch möglich, dass ein Tumor, wenn er gut und schnell in Kultur
wuchs, zuerst zytogenetisch untersucht wurde und später erst molekularzytogenetisch (FISH),
woraus sich wieder ein unterschiedliches Materialalter ergibt.
Für das – wie oben beschrieben – bevorzugte Wachstum bestimmter Zellklone in Kultur
können auch genetische Aberrationen verantwortlich sein, die sich positiv auf den
Selektionsdruck auswirken.
So wurde beispielsweise diskutiert, dass eine Trisomie 7 eine solche Selektion begünstigt.
Diese Aberration wurde von mehreren Arbeitsgruppen in einem sehr hohen Prozentsatz in
unterschiedlichen Gliomen nachgewiesen (Bigner et al., 1988; Thiel et al., 1992).
Dass ein Zugewinn von Chromosom 7 einen Wachstumsvorteil darstellen kann, würde auch
erklären, dass Zellen gesunden Hirngewebes in Arbeiten von Heim et al. (1989) oder
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Lindström et al. (1991) mit dieser Aberration (Zugewinn von Chromosom 7) bevorzugt
wuchsen.
Da für die FISH keine Zellkultivierung nötig ist, spielt für diese Methode die klonale
Selektion im Gegensatz zur Zytogenetik eine geringere Rolle, sofern kein Tumormaterial aus
Kultur verwendet wird.
So kann mit Hilfe der FISH der initiale genetische Status besser beurteilt werden als durch die
Karyotypisierung.
Als Résumé kann gesagt werden:
Genetische Veränderungen in Gliomen können durch FISH und Karyotypisierung zuverlässig
nachgewiesen werden, insofern deren Limitierungen berücksichtigt werden.
Eine Fragestellung der vorliegenden Arbeit war, ob die FISH als sinnvolle Ergänzung zur
Zytogenetik eingesetzt werden kann, wenn zum Beispiel eine Karyotypisierung eines Gliomes
aufgrund von Mangel an Tumormaterial nicht möglich ist. In diesem Fall kann stattdessen
eine FISH zur Detektion von genetischen Aberrationen durchgeführt werden. Allerdings
können dann nur Veränderungen von Chromosomen und chromosomalen Bereichen
untersucht werden, für die Sonden eingesetzt wurden. Nur das Karyogramm bietet einen
Überblick über den gesamten Chromosomensatz einer Zelle.
Genetische Aberrationen, die sich im Karyogramm darstellen, können durch die
Hybridisierungsmethode im Detail untersucht werden.
6.2 Fluoreszenz- In Situ- Hybridisierung an Chromosomen und Interphasekernen von
Gliomen
Es muss berücksichtigt werden, dass die einzelnen Gliomsubtypen zum Teil nur in sehr
kleiner Fallzahl vertreten waren. Dies ist unter Anderem auf die Rarität bestimmter Gliome,
wie beispielsweise der Ependymome, zurückzuführen.
Zumeist hat jedoch ein Mangel an Tumormaterial zu der geringen Fallzahl geführt. Denn zu
Gunsten der für die Therapie essentiellen histopathologischen Diagnostik musste auf eine
genetische Untersuchung von Gliomen oft verzichtet werden.
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6.2.1 Heterogenität von Gliomen
Gliome weisen eine enorme Heterogenität ihrer Zellkerne auf. Folglich muss gesagt werden,
dass eine einzelne Gliomzelle und deren genetischer Status nicht für den gesamten
untersuchten Tumor repräsentativ sein muss.
Da durch die FISH immer nur einzelne Tumorzellkerne molekularzytogenetisch untersucht
werden, kann also von einem Nichtauftreten einer erwarteten genetischen Aberration nicht
darauf zurückgeschlossen werden, dass diese Veränderung in einem untersuchten Gliom nicht
vorliegt.
Als Beispiel konnten in der vorliegenden Arbeit durch die FISH Deletionen des
chromosomalen Bereiches 1p36 nur in einem Oligodendrogliom detektiert werden (T5799),
wenngleich diese genetische Alteration als charakteristisch für diese Gliomentität gilt. Wäre
es an dieser Stelle möglich gewesen, weitaus mehr Tumorzellkerne von Oligodendrogliomen
zu untersuchen, insbesondere bei einer höheren Fallzahl, wäre es denkbar, dass diese Deletion
der Region 1p36 vermehrt detektabel gewesen wäre.
Neben der Heterogenität stellt auch die Tetra- oder Polyploidisierung einen äußerst häufigen
Mechanismus bei Gliomen dar.
Aus diesem Grund kann davon ausgegangen werden, dass bei der Auswertung der FISH-
Ergebnisse das Auftreten von beispielsweise vier Signalen für ein Chromosom oder einen
chromosomalen Bereich durch tetrasome Zellkerne bedingt ist.
Konnten vier Signale sowohl für die chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q als auch für die
Chromosomen 7 und 10 detektiert werden, lag vermutlich eine tetraploide Gliomzelle vor.
Daher wurde beispielsweise das Auftreten von vier Signalen für Chromosom 7 und drei
Signalen für Chromosom 10 als Verlust von Chromosom 10 bei tetraploidem
Chromosomensatz gewertet. Gleiches gilt für die chromosomalen Regionen 1p36 und 19q.
An dieser Stelle soll noch auf eine Besonderheit eingegangen werden, die sich in der
vorliegenden Arbeit bei der Auswertung der Ergebnisse aus der FISH zeigte:
In einzelnen Gliomzellkernen konnten keine Signale für Chromosom 10 detektiert werden.
Betrug der prozentuale Anteil hierbei nur etwas mehr als 10%, was als Signifikanzgrenze
angesehen wurde, handelte es sich hier vermutlich um Artefakte, beispielsweise durch eine zu
stringente Waschung. Als Beispiel hierfür sei das Glioblastom T5706 genannt, wo eine
Nullisomie 10 in 11% der Tumorzellkerne detektiert werden konnte.
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In anderen Tumoren jedoch konnte eine Nullisomie 10 in signifikanter Anzahl nachgewiesen
werden: Dies war beispielsweise der Fall in den Glioblastomen T6304 (19- 25% der Zellkerne
mit Nullisomie 10), T6337 (33%) und T6355 (23,5%), oder aber in dem Oligoastrocytom
T6327 (WHO- Grad III, 28,5- 40%).
Dieser Befund ist schwer zu erklären, da sich bei Zellen mit einer Nullisomie eines
Chromosomes die Frage nach der Lebensfähigkeit dieser Zelle stellt.
Aus diesem Grund liegt zunächst der Verdacht nahe, dass in diesen genannten Gliomen die
Hybridisierungsmethode nicht suffizient funktioniert hat und dies der Grund für das Fehlen
von Signalen von Chromosom 10 ist.
Erstaunlicherweise konnte eine solche Nullisomie 10 jedoch auch durch eine
Karyotypisierung von Zellkernen dargestellt werden, beispielsweise in dem Oligoastrocytom
T6327 (WHO- Grad III). Ein Karyogramm hierzu ist in Abbildung 36 dargestellt. Außer der
Nullisomie 10 wies diese Mitose keine weiteren Aberrationen auf.
Folglich ist zu erwägen, ob Gliomzellen mit dieser genetischen Aberration im Gegensatz zu
gesunden menschlichen Zellen eben doch lebensfähig sind.




Eine weitere Besonderheit zeigte sich in der vorliegenden Arbeit bei der
molekularzytogenetischen Untersuchung der Glioblastome T6426 und T6427:
Hier konnten bei vermutlich tetraploidem Chromosomensatz mit signifikanter Häufigkeit (25-
41%) Verluste von Chromosom 7 detektiert werden, wenngleich diese Gliomentität durch
einen Zugewinn dieses Chromosomes charakterisiert ist.
Allerdings trat diese genetische Aberration insgesamt gesehen nur in etwas mehr als 8% der
hier untersuchten Glioblastome auf (2/24). Dies kann auf die enorme Heterogenität der
Gliomzellen zurückzuführen sein.
Ähnliches gilt für das Oligoastrocytom T6327, bei dem in bis zu 40% der Tumorzellkerne
eine Nullisomie 7 nachgewiesen werden konnte. Auch hier sollte anhand von weiteren
Karyogrammen überprüft werden, ob auch durch die zytogenetische Karyotypisierung dieser
Befund bestätigt werden kann (siehe oben am Beispiel von Chromosom 10).
Zusammenfassend:
Gliome sind eine stark heterogene Tumorentität. Aus diesem Grund ist es keineswegs
verwunderlich, dass neben den erwarteten genetischen Aberrationen wie Verlusten der
chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q oder Zugewinnen von Chromosom 7 und Verlusten
von Chromosom 10 weitere Veränderungen detektiert werden konnten.
Traten zusätzliche Aberrationen jedoch mit einer Häufigkeit auf, die nur gering über der
Signifikanzgrenze von 10% lag, ist zu erwägen, ob es sich hier um Artefakte handelt. So kann
es zu einem vermeintlichen Signalzugewinn durch Hybridisierung und Auswertung von
gesunden Zellen oder durch eine unzureichend stringente Waschung bei der FISH kommen.
Eine zu hohe Stringenz beim Waschen der FISH- Präparate oder ein zu starker Pepsinverdau
der Zellkerne hingegen können zum vermeintlichen Signalverlust führen.
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6.2.2 Genetische Veränderungen in pilocytischen Astrocytomen
Wie eingehend erläutert, stellen pilocytische Astrocytome unter den Gliomen eine besondere
Tumorentität dar.
In dieser Arbeit konzentrierte man sich auf Veränderungen der Chromosomen 7 und 10 sowie
der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q.
Zu Aberrationen der Chromosomen 7 und 10 in pilocytischen Astrocytomen existieren nur
wenige Arbeiten. Veränderungen von Chromosom 7 konnten in Form nummerischer
Imbalancen von Collins et al. (1999) nachgewiesen werden. Ebenso konnten Wemmert et al.
(2006) sowohl Verluste als auch Zugewinne dieses Chromosomes in pilocytischen
Astrocytomen darstellen.
Publikationen zum Nachweis von Alterationen der beiden chromosomalen Bereiche 1p36 und
19q mittels FISH in pilocytischen Astrocytomen sind rar.
In einem Fallbericht von Kan P et al. (2004) konnte eine Deletion dieser Regionen nicht
nachgewiesen werden. Auch von Arslantas et al. (2007) konnten Verluste der Bereiche 1p36
und 19q nicht in pilocytischen Astrocytomen detektiert werden, sondern nur in höhergradigen
Astrocytomen.
Es stellte sich die Frage, ob auch in der vorliegenden Arbeit Zugewinne von Chromosom 7 in
signifikanter Anzahl durch eine FISH- Untersuchung detektiert werden können. Dies war
jedoch nicht der Fall.
Während auch in dieser Arbeit keine Deletion der chromosomalen Region 1p36 nachgewiesen
werden konnte, zeigte sich jedoch ein Verlust von 19q in 2/5 pilocytischen Astrocytomen.
Zusammenfassend konnten hier also im Gegensatz zu früheren Arbeiten Deletionen der
chromosomalen Region 19q mit signifikanter Häufigkeit (40%) detektiert werden.
Diese genetische Alteration gilt als typisch für Oligodendrogliome (Hofer et al., 1999; Tews
et al., 2006), die nach WHO- Schema im Gegensatz zu den pilocytischen Astrocytomen
(WHO- Grad I) als Grad II- oder Grad- III- Tumoren eingestuft werden.
Somit tritt eine Deletion von 19q in völlig unterschiedlichen Gliomentitäten auf. Es bleibt zu
klären, ob Patienten mit pilocytischem Astrocytom, das diese genetische Alteration aufweist,
eine schlechtere Prognose haben, und ob solche pilozytischen Astrocytome häufiger zu
Astrocytomen des WHO- Grades II oder III malignisieren. Denn ein solcher Tumorprogress
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könnte durch den Verlust von Tumorsuppressorgenen zurückzuführen sein, die im
chromosomalen Bereich 19q lokalisiert sind. Bei dem epithelialen Membranprotein 3 (EMP3)
beispielsweise, das auf 19q13.3 codiert ist, könnte es sich um ein solches
Tumorsuppressorgen handeln. Für dieses in der Zellproliferation involvierte Protein konnte in
Gliomen eine inaktivierende Hypermethylierung nachgewiesen werden, was mit einer
malignen Progression dieser Tumoren assoziiert war (Alaminos et al., 2005).
Auch bei der ebenfalls auf 19q codierten Cytosolischen Phospholipase A2 (PLA2G4C)
beispielsweise könnte es sich um ein Tumorsuppressorgen handeln, da diese in anaplastischen
Oligodendrogliomen signifikant niedriger exprimiert war als in höher differenzierten
Tumoren (Tews B et al., 2006).
6.2.3 Genetische Veränderungen in diffusen und anaplastischen Astrocytomen
Es stellt sich die Frage, ob sich diffuse und anaplastische Astrocytome neben den
histomorphologischen Kriterien, die für eine Zuordnung als WHO- Grad II- oder Grad III-
Tumor essentiell sind, auch durch genetische Veränderungen unterscheiden.
Der Literatur zufolge gelten sowohl in diffusen als auch in anaplastischen Astrocytomen
Verluste von Chromosom 10 als typische genetische Aberration (Arslantas et al., 2007).
Karnes et al. (1992) oder Thiel et al. (1993) wiesen in diffusen Astrocytomen außerdem als
häufigste Veränderung Zugewinne von Chromosom 7 nach, was auch durch Reifenberger und
Collins (2004) bestätigt werden konnte.
Zugewinne von Chromosom 7 und Verluste von Chromosom 10 gelten auch als häufigste
genetische Aberration im Glioblastoma multiforme (Smith et al., 2001, Loeper et al., 2001;
Nigro et al., 2005; Lopez- Gines et al., 2005).
Die hingegen für Oligodendrogliome als typisch bezeichneten Deletionen der Regionen 1p36
und 19q (von Deimling et al., 1992; Bello et al., 1994; Reifenberger et al., 1994; Bello et al.,
1995; Kraus et al., 1995; Hofer et al., 1999; Sasaki et al., 2002; Tews et al., 2006) sind nach
Arbeiten von Barbashina et al. (2005) in diffusen und anaplastischen Astrocytomen ebenfalls
nachweisbar, wenn auch seltener als in oligodendroglialen Tumoren.
Arslantas et al (2007) hingegen sahen Deletionen von 1p und 19q sogar als spezifisch für
hochgradige (anaplastische) Astrocytome an.
Diskussion
113
Wie in jener Arbeit (Arslantas et al., 2007) konnten auch in der vorliegenden Arbeit
Deletionen der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q in beiden untersuchten anaplastischen
Astrocytomen nachgewiesen werden.
In den niedriggradigen Astrocytomen (WHO- Grad II) konnte eine Deletion von 1p36 in 1/3
Tumoren und von 19q ebenfalls in 1/3 Tumoren detektiert werden.
Die Tatsache, dass Deletionen dieser chromosomalen Bereiche (1p36 und 19q) zunehmend in
anaplastischen und somit höhergradigen Astrocytomen nachgewiesen werden konnten, lässt
wiederum an potentielle Tumorsuppressorgene denken, die innerhalb dieser Bereiche
lokalisiert sind.
Hierzu gehört unter Anderem CHD5 (Chromodomain Helicase DNA Binding Domain 5);
lokalisiert auf 1p36, das an der Kontrolle von Zellzyklus und Apoptose beteiligt ist (Bagchi A
et al., 2007). Auch EMP3 beispielsweise (epitheliales Membranprotein 3), codiert auf
19q13.3, ist in der Zellproliferation involviert (Alaminos et al., 2005). Weitere potentielle
Tumorsuppressorgene, die innerhalb der chromosomalen Regionen 1p36 und 19q lokalisiert
sind, sind in Kapitel 2.3.3. aufgelistet.
Durch einen Verlust solcher Tumorsuppressorgene durch eine Deletion der chromosomalen
Bereiche 1p36 und 19q kann eine Tumorprogression in anaplastische Formen erklärt werden.
Weiterhin ist auffällig, dass in den in der vorliegenden Arbeit untersuchten anaplastischen
Astrocytomen nur homozygote Deletionen des chromosomalen Bereiches 1p36 detektiert
werden konnten, wohingegen in diffusen Astrocytomen homozygote und heterozygote
Verluste nachweisbar waren. Auch dieser Sachverhalt spricht dafür, dass sich anaplastische
Tumorformen durch den Verlust oben genannter Tumorsuppressorgene ausbilden.
Der Literatur zufolge (Reifenberger und Collins, 2004) konnten in diffusen wie in
anaplastischen Astrocytomen Aberrationen von Chromosom 7 nachgewiesen werden.
In der vorliegenden Arbeit konnte nur das Astrocytom T5865 (WHO- Grad II) mit
Zentromersonden für die Chromosomen 7 und 10 untersucht werden, wobei keine
nummerischen Aberrationen dieser Chromosomen detektiert werden konnten.
Dies könnte möglicherweise darauf zurückzuführen sein, dass es sich hier um ein diffuses
Astrocytom handelt und sich genetische Aberrationen wahrscheinlich zunehmend in
anaplastischen Tumorformen ausbilden. So konnte beispielsweise Collins VP (1998) einen
ähnlichen Sachverhalt nachweisen: Sequenzverluste der chromosomalen Regionen 13q, 17p
Diskussion
114
und 22q traten zwar in diffusen Astrocytomen auf, konnten jedoch bei einer Progression zu
anaplastischen Tumorformen vermehrt detektiert werden.
Allerdings muss die Frage, ob auch Aberrationen der Chromosomen 7 und 10 häufiger bei
anaplastischen als bei diffusen Astrocytomen auftreten, an einer größeren Fallzahl überprüft
werden.
6.2.4 Genetische Veränderungen in Glioblastomen
Unzählige Arbeiten beschreiben nummerische Aberrationen der Chromosomen 7 und 10
(+ #7/ - #10) als charakteristische genetische Veränderung in Glioblastomen (u.a. Smith et al.,
2001; Loeper et al., 2001; Nigro et al., 2005; Lopez-Gines C et al., 2005).
Alterationen der Regionen 1p36 und 19q, wie sie für Oligodendrogliome als typisch
beschrieben worden sind, konnten beispielsweise von Krex D et al. (2007) auch im
Glioblastoma multiforme detektiert werden, wenn auch in geringerer Anzahl als in
Oligodendrogliomen.
Auch in dieser Arbeit konnten im Glioblastoma multiforme die vorbeschriebenen
nummerischen Aberrationen der Chromosomen 7 und 10 in signifikanter Anzahl
nachgewiesen werden: Zugewinne von Chromosom 7 wurden in 9/24, Verluste von
Chromosom 10 in 15/24 Glioblastomen detektiert.
Die Tatsache, dass Zugewinne von Chromosom 7 insbesondere in Glioblastomen (WHO-
Grad IV- Tumoren) detektiert werden können, ist vermutlich auf das Gen für EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor; 7p11.2) zurückzuführen (Reifenberger, Collins, 2004).
EGFR ist ein Transmembranrezeptor und mitverantwortlich für die Stimulation von
Zellwachstum und Verhinderung von apoptotischem Zelltod (Kleihues P et al, 2000).
Ein Tumorsuppressorgen, das hingegen auf Chromosom 10 lokalisiert ist und im
Zusammenhang mit Glioblastomen mit am häufigsten untersucht wurde, ist PTEN
(Phosphatase and Tensin Homologue Deleted On Chromosome 10; Zainuddin N et al., 2005;
Koul D et al., 2007). PTEN ist unter Anderem an der Regulation des Zellzyklus beteiligt.
Durch den Verlust von Chromosom 10 und somit von PTEN kann der Zellzyklus außer
Kontrolle geraten. Dadurch könnte zum Beispiel die Entstehung eines sekundären
Glioblastomes aus anderen Gliomvorläufern bei Verlust von Chromosom 10 erklärt werden.
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So wurden in der vorliegenden Arbeit Zugewinne von Chromosom 7 und Verluste von
Chromosom 10 häufiger in anaplastischen als in diffusen Oligodendrogliomen detektiert.
Diese Tumoren sind eventuell im Prozess der Malignisierung zu einem sekundären
Glioblastom.
Deletionen der chromosomalen Regionen 1p36 und 19q konnten in der vorliegenden Arbeit
ebenfalls in signifikanter Häufigkeit in dieser Tumorentität nachgewiesen werden: Deletionen
von 1p36 wurden in 10/27 Glioblastomen detektiert, Deletionen von 19q in 16/27
Glioblastomen.
Auch Kraus JA et al. (2001) konnten einen Verlust der Heterozygosität insbesondere für 1p in
Glioblastomen nachweisen, die histologisch gesehen Merkmale von oligodendroglialer
Differenzierung enthielten.
Um sicher differenzieren zu können, ob Deletionen der chromosomalen Bereiche 1p36 und
19q allgemein mit signifikanter Häufigkeit in dieser Tumorentität auftreten oder insbesondere
in Glioblastomen mit oligodendroglialen Charakteristika oder solchen, die als sekundäre
Glioblastome aus Oligodendrogliomen entstanden sind, sind weiterführende Arbeiten
notwendig. Dabei sollte die Histologie dieser Tumoren zusammen mit dem genetischen Status
untersucht werden. Diese Fragestellung ist auch interessant in Bezug auf Kapitel 6.2.3.: Bei
anaplastischen Astrocytomen waren lediglich homozygote Deletionen des chromosomalen
Bereiches 1p36 detektabel, während in diffusen Tumorformen homozygote wie auch
heterozygote Verluste nachgewiesen werden konnten. Vor diesem Hintergrund wurde die
Vermutung geäußert, dass der Verlust der auf 1p36 lokalisierten Tumorsuppressorgenen zu
einer Tumormalignisierung führt. Daher stellt sich die Frage, ob bei sekundären
Glioblastomen, die sich aus niedergradigen Vorläufergliomen entwickelt haben, bevorzugt
homozygote Deletionen von 1p36 vorliegen. Auch dies sollte in weiterführenden Arbeiten
untersucht werden. Insgesamt konnten in der vorliegenden Arbeit im Glioblastoma
multiforme etwa gleich häufig homozygote und heterozygote Deletionen von 1p36
nachgewiesen werden.
Zusammenfassend ergibt sich aus der molekularzytogenetischen Untersuchung von
Glioblastomen, dass sich Deletionen der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q, wie sie für
Gliome des WHO- Grades II und III charakteristisch sind, mit hoher Signifikanz auch im
Glioblastoma multiforme detektieren lassen. Diese Deletionen traten fast genauso häufig in
Glioblastomen auf wie die für diese Tumorentität als typisch bezeichneten Zugewinne von
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Chromosom 7 und Verluste von Chromosom 10 (in Glioblastomen: -1p36: 37%; -19q: 59%;
+#7: 37,5%; -#10: 62,5%). Vermutlich führt der Verlust von Tumorsuppressorgenen durch
Deletionen der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q (zum Beispiel CHD5 und MIG- 6 auf
1p36, PLA2G4C auf 19q oder EMP- 3 auf 19q13.3) zur malignen Transformation von
Gliomzellen in Richtung Glioblastom (siehe oben).
Daraus ergibt sich aber, dass Zugewinne von Chromosom 7 und Verluste von Chromosom 10
nicht mehr als genetische Hauptcharakteristika für Glioblastome angesehen werden können.
6.2.5 Genetische Veränderungen in diffusen und anaplastischen Oligodendrogliomen
Wie eingehend erläutert, gelten Deletionen der chromosomalen Regionen 1p36 und 19q als
typische genetische Aberrationen in dieser Tumorentität (Reifenberger et al., 1994; Bello et
al., 1994; Bello et al., 1995; Kraus et al., 1995; Hafer et al., 1999; Sasaki et al., 2002;
Reifenberger et al., 2003; Felsberg et al., 2004; Tews et al., 2006).
Diese Deletionen konnten der Literatur zufolge teilweise in über 90% dieser Tumoren vom
WHO- Grad II nachgewiesen werden, aber auch in Grad III- Oligodendrogliomen konnten
diese Alterationen detektiert werden.
Untersuchungen zu nummerischen Aberrationen der Chromosomen 7 und 10 sind für
Oligodendrogliome nur in geringerer Anzahl vorhanden: Die für Glioblastome typische
Kombination aus Zugewinnen von Chromosom 7 und Verlusten von Chromosom 10 konnten
auch in oligodendroglialen Tumoren nachgewiesen werden. Hierbei konnten Verluste des
langen Armes von Chromosom 10 (10q) insbesondere in anaplastischen Oligodendrogliomen
detektiert werden (Cairncross et al., 1998; Sasaki H et al., 2001; Hoang- Xuan, 2001; Sanson
et al., 2002).
Interessanterweise zeigte sich in der vorliegenden Arbeit eine Deletion von 1p36 nur in 1/5
Oligodendrogliomen. Hierbei (T5799) handelt es sich um einen anaplastischen Tumor.
Allerdings muss an dieser Stelle nochmals auf die kleine Fallzahl sowie auf die Heterogenität
der Gliome hingewiesen werden (siehe 6.2.1 Heterogenität von Gliomen).
Die Tatsache, dass der chromosomale Bereich 1p36 in der vorliegenden Arbeit nur in einem
anaplastischen Tumor deletiert war, erinnert an Befunde, die unter Anderem von Husemann et
al. (1999), Pohl et al. (1999) oder He et al. (2000) publiziert worden waren.
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Diese Arbeitsgruppen konnten Alterationen des potentiellen Tumorsuppressorgenes CDKN2C
(Inhibitor- Gen für eine Cyclin- abhängige Kinase) nur in anaplastischen Oligodendrogliomen
nachweisen, nicht aber in diffusen Tumorformen. Dieser Befund lässt vermuten, dass ein
Verlust von 1p36 und damit unter Anderem von CDKN2C zur malignen Progression von
Oligodendrogliomen beiträgt.
Ähnliches gilt für das potentielle Tumorsuppressorgen CHD5 (Chromodomain Helicase DNA
Binding Domain 5), das an der Kontrolle von Zellproliferation und Apoptose beteiligt ist
(Bagchi A et al., 2007). CHD 5 ist ebenfalls auf 1p36 lokalisiert.
Verluste der Region 19q hingegen wurden in 3/5 Oligodendrogliomen detektiert, und zwar in
beiden anaplastischen Tumoren (WHO- Grad III), die untersucht worden waren, und in einem
diffusen Oligodendrogliom (WHO- Grad II).
Auch in dem chromosomalen Bereich 19q sind potentielle Tumorsuppressorgene lokalisiert.
Somit könnte ein Verlust dieses Bereiches zur malignen Transformation von
Oligodendrogliomen beitragen, was zu dem Befund passt, dass diese Alteration häufiger in
anaplastischen als in diffusen Oligodendrogliomen detektabel war.
So ist beispielsweise das Gen für PLA2G4C, die Cytosolische Phospholipase A2, auf 19q
lokalisiert. Dieses Enzym ist verantwortlich für die Aufrechterhaltung von
Membranphospholipiden unter Oxidationsstress (Tews Bet al., 2006).
Tews B et al. (2006) konnten nachweisen, dass die PLA2G4C in anaplastischen
Oligodendrogliomen signifikant niedriger exprimiert ist als in höher differenzierten Tumoren.
Alaminos et al. (2005) wiesen eine inaktivierende Hypermethylierung für das epitheliale
Membranprotein 3, welches auf 19q13.3 codiert ist, nach. Dieses Protein ist unter Anderem an
der Zellproliferation beteiligt. Diese Arbeitsgruppe sah eine Assoziation zwischen der
inaktivierenden Hypermethylierung und der malignen Progression von Gliomen, weshalb
vermutet wird, dass es sich bei EMP3 ebenfalls um ein Tumorsuppressorgen handelt.
Dies würde in der vorliegenden Arbeit das vermehrte Auftreten von Deletionen von 19q in
anaplastischen Oligodendrogliomen erklären.
Ursprünglich lag die Vermutung nahe, dass bei einem Upgrading der Oligodendrogliome
zunehmend genetische Aberrationen auftreten, wie sie für das Glioblastoma multiforme (+ #7
und - #10) als charakteristisch beschrieben worden sind:
In dieser Arbeit zeigten sich Zugewinne von Chromosom 7 in 2/6 Oligodendrogliomen,
darunter ein diffuser und ein anaplastische Tumor.
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Verluste von Chromosom 10 wurden ebenfalls in 2/6 Oligodendrogliomen detektiert, in
beiden Fällen handelt es sich um diffuse Tumoren.
Folglich traten an dieser Stelle nummerische Aberrationen der Chromosomen 7 und 10
unabhängig von der Progressionsstufe auf. Allerdings muss dieser Befund anhand einer
größeren Fallzahl überprüft werden.
6.2.6 Genetische Veränderungen in diffusen und anaplastischen Oligoastrocytomen
Es stellt sich die Frage, ob Oligoastrocytome neben den charakteristischen
histomorphologischen Merkmalen auch genetisch gesehen Typika von Oligodendrogliomen
und Astrocytomen aufweisen.
Demnach müssten in dieser Tumorentität Deletionen der chromosomalen Bereiche 1p36 und
19q sowie nummerische Aberrationen der Chromosomen 7 und 10 detektabel sein.
Kitange G et al. (2005) konnten in einer CGHa- Studie (array- based comparative genomic
hybridization) Deletionen der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q in Oligodendrogliomen
und in Oligoastrocytomen Mischtumoren nachweisen.
In einer Untersuchung von Shukla et al. (2009) an Oligodendrogliomen, Astrocytomen und
Oligoastrocytomen konnten Deletionen der Bereiche 1p36 und 10q in 65% der
Oligodendrogliome und in 66,6% der Oligoastrocytome detektiert werden.
Dies bestätigt die Vermutung, dass die für oligodendrogliale Tumoren charakteristischen
genetischen Aberrationen auch in den oligoastrocytären Mischtumoren auftreten.
Während in den vier in der vorliegenden Arbeit untersuchten Oligoastrocytomen keine
Deletionen von 1p36 detektiert werden konnten, zeigten sich Verluste von 19q sowohl in
einem WHO- Grad II- als auch in einem WHO- Grad III- Tumor.
Aufgrund der geringen Fallzahl in dieser Arbeit werden mit Oligoastrocytomen jedoch
weitere Untersuchungen durchgeführt werden müssen, um zu überprüfen, ob auch Deletionen
des Bereiches 1p36 nahgewiesen werden können.
Zugewinne von Chromosom 7 oder Verluste von Chromosom 10 konnten an dieser Stelle
jedoch entgegen der Erwartungen nicht nachgewiesen werden.
In der Literatur finden sich Studien zu Veränderungen der Chromosomen 7 und 10 vor allem
in diffusen und anaplastischen Astrocytomen und in Glioblastomen (Thiel et al., 1993;
Reifenberger und Collins, 2004; Smith et al., 2001; Nigro et al., 2005; Lopez- Gines C et al.).
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In Bezug auf die hier mituntersuchten Mischtumoren ist die Datenlage schlechter. Auch hier
werden weiterführende Arbeiten folgen müssen, die sich mit Zugewinnen von Chromosom 7
und Verlusten von Chromosom 10 in dieser Tumorentität befassen.
6.2.7 Genetische Veränderungen in Ependymomen
Zu den seltenen Ependymomen sind nur wenige Publikationen erschienen, die sich mit den in
der vorliegenden Arbeit untersuchten Aberrationen beschäftigen.
In Arbeiten von Tong CY et al. (2001) und Fouladi M et al. (2003) wurden Ependymome auf
Deletionen der Regionen 1p36 und 19q hin untersucht, wobei diese Alterationen nicht
nachgewiesen werden konnten.
Bijlsma EK et al. (1995) hingegen konnten Verluste von Chromosom 10 und Deletionen von
1p36 detektieren.
In der vorliegenden Arbeit konnten lediglich tetra- oder oktasome Zellkerne für diese
Regionen beziehungsweise Chromosomen nachgewiesen werden.
Allerdings muss an dieser Stelle nochmals auf die geringe Fallzahl bezüglich dieser
Tumorentität hingewiesen werden, welche im Wesentlichen durch die Rarität dieser
Gliomentität bedingt ist.
6.2.8 Zusammenfassung der Ergebnisse
Der Literatur zufolge gelten insbesondere Deletionen der chromosomalen Bereiche 1p36 und
19q bei Oligodendrogliomen (Hafer et al., 1999; Tews et al., 2006; von Deimling et al. 1992;
Reifenberger et al., 1994) sowie nummerische Aberrationen der Chromosomen 7 und 10 in
Glioblastomen (Nigro et al., 2005; Loeper et al., 2001; Smith et al., 2001; Lopez- Gines C et
al., 2005) als charakteristische genetische Veränderungen in diesen Gliomentitäten. In
diffusen und anaplastischen Astrocytomen konnten bisher die gleichen genetischen
Veränderungen wie in Oligodendrogliomen und Glioblastomen nachgewiesen werden.
Folglich stellt sich die Frage, ob anhand der vorliegenden Arbeit diese Befunde bestätigt
werden können, und ob diese Befunde, für den Fall dass sie bestätigt werden können,
repräsentativ für einzelne Gliomentitäten sind.
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Deletionen von 1p36 und 19q:
Bei der Untersuchung dieser chromosomalen Bereiche zeigte sich ein interessantes Ergebnis:
Deletionen von 1p36 ließen sich – prozentual gesehen – am häufigsten in diffusen und
anaplastischen Astrocytomen detektieren. Am zweit häufigsten wurde diese Alteration in
Glioblastomen nachgewiesen und erst an dritter Stelle in Oligodendrogliomen. Laut Literatur
gelten diese Alterationen von 1p36 und 19q jedoch als charakteristisch für Oligodendrogliome
(Hafer et al., 1999; Tews et al., 2006; von Deimling et al. 1992; Reifenberger et al., 1994).
Um eine der Fragestellungen der vorliegenden Arbeit zu beantworten, nämlich die Frage, ob
Deletionen der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q so charakteristisch für
Oligodendrogliome sind, dass eine Tumoreinteilung alleine auf dieser Basis erfolgen kann, so
muss dies für 1p36 (und s.u. auch für 19q) verneint werden.
Betrachtet man die Gradeinteilung dieser Tumoren nach WHO, so zeigten sich Deletionen
von 1p36 in zwei Astrocytomen, die als WHO- Grad III eingestuft worden waren (2/2), und in
einem WHO- Grad II- Astrocytom (1/3). In Oligodendrogliomen war dieser Bereich in einem
Tumor des WHO- Grades III deletiert (1/2). Da diese Alteration häufiger bei anaplastischen
als bei diffusen Tumorformen auftritt und außerdem sehr häufig im Glioblastoma multiforme,
wirft dies die Frage auf, inwiefern Deletionen dieser chromosomalen Bereiche zur malignen
Transformation von Gliomen beitragen.
Um dies zu beantworten, sollten nochmals Gene herangezogen werden, die in dem Bereich
1p36 lokalisiert sind: Bei CHD 5 (Chromodomain Helicase DNA Binding Domain 5; Bagchi
A et al., 2007), MIG- 6 (Mitogen inducible- Gene 6; Zhang YW et al., 2006) oder CDKN2C
(Husemann et al., 1999; Pohl et al., 1999; He et al., 2000) handelt es sich um potentielle
Tumorsuppressorgene, die das Tumorwachstum negativ beeinflussen. Der Verlust solcher
Gene kann eine maligne Transformation erklären.
Eine Deletion von 19q konnte am häufigsten in diffusen und anaplastischen Astrocytomen
und Oligodendrogliomen detektiert werden, dicht gefolgt von Glioblastomen. Somit kann
auch eine Alteration von 19q ebenso wie eine solche von 1p36 (s.o.) nicht als alleiniges
genetisches Kriterium für die Einteilung als Oligodendrogliom dienen.
In der vorliegenden Arbeit wurde ein Verlust von 19q in zwei Astrocytomen vom Grad III
nachgewiesen (2/2) und in einem Grad II- Astrocytom (1/3). In Oligodendrogliomen ließ sich
eine Deletion von 19q nur in einem anaplastischen Tumor detektieren (1/2).
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In Oligoastrocytomen konnte diese Veränderung in einem Grad II- wie auch in einem Grad
III- Tumor dargestellt werden.
Insgesamt gesehen sind also auch Deletionen des chromosomalen Bereiches 19q häufiger in
anaplastischen Tumorformen nachgewiesen worden. Auch hier soll ein Gen aufgezeigt
werden, das in dem Bereich 19q lokalisiert ist: Bei dem epithelialen Membranprotein 3
handelt es sich vermutlich ebenfalls um ein Tumorsuppressorgen (Alaminos et al., 2005).
Durch den Verlust dieses Genes könnte auch hier eine maligne Transformation von einem
WHO- Grad II- Tumor zu einem Grad III- Tumor erklärt werden.
Weitere potentielle Tumorsuppresorgene innerhalb der Bereiche 1p36 und 19q sind in Kapitel
2.3.3. beschrieben.
Zugewinne von Chromosom 7 und Verluste von Chromosom 10:
Zugewinne von Chromosom 7 gelten als typisch für Glioblastome. Diese nummerische
Aberration wurde auch in der vorliegenden Arbeit am häufigsten in dieser Tumorentität
nachgewiesen.
Daneben war ein Zugewinn von Chromosom 7 nur in Oligodendrogliomen detektierbar.
Ähnliches gilt für Verluste von Chromosom 10: Diese waren nur in Glioblastomen und
Oligodendrogliomen nachweisbar, allerdings in letzteren dezent häufiger als in
Glioblastomen.
Da Zugewinne von Chromosom 7 sowohl bei diffusen als auch bei anaplastischen
Oligodendrogliomen detektiert werden konnten, liegt die Vermutung nahe, dass sich schon
auf einer frühen Entwicklungsstufe der Gliome genetische Veränderungen ausbilden, die eine
maligne Transformation begünstigen.
Dies gilt auch für Verluste von Chromosom 10, die nur in diffusen Oligodendrogliomen
detektiert werden konnten.
Auffallend war also, dass sich insbesondere Glioblastome und Oligodendrogliome ähnlich
verhalten, was die genetischen Aberrationen betrifft: Nur in diesen beiden Gliomentitäten
waren in der vorliegenden Arbeit Zugewinne von Chromosom 7 und Verluste von
Chromosom 10 zu verzeichnen, in beiden Gliomen ließen sich Deletionen von 1p36 und
insbesondere von 19q detektieren.
Bezüglich der Ähnlichkeit von Oligodendrogliomen und Glioblastomen gibt es neben dieser
Untersuchung auf molekularzytogenetischer Ebene auch eine Arbeit von Kraus JA et al.
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(2001), die sich mit der Histomorphologie dieser Tumoren beschäftigt. Hier konnte gezeigt
werden, dass Glioblastome, bei denen mittels Mikrosatellitenanalyse ein Verlust der
Heterozygosität für 1p und geringer auch für19q nachgewiesen werden konnte, histologisch
auch oligodendrogliale Merkmale vorlagen.
Folglich ist es denkbar, dass sich Oligodendrogliome und Glioblastome ähnlicher sind, als
bisher angenommen.
6.3 Genetik als Basis der Gliomklassifikation
– Basierend auf den Ergebnissen der Fluoreszenz- In situ- Hybridisierung –
In der vorliegenden Arbeit konnten zusammenfassend die gleichen genetischen Aberrationen
nachgewiesen werden, wie sie für bestimmte Gliomentitäten als charakteristisch angesehen
werden.
Allerdings ließen sich diese Veränderungen erstaunlicherweise auch in anderen
Gliomsubtypen mit signifikanter Häufigkeit darstellen.
So konnten beispielsweise Deletionen des chromosomalen Bereiches 1p36 in Astrocytomen
und Glioblastomen häufiger als in Oligodendrogliomen nachgewiesen werden.
Um die Frage zu beantworten, wie charakteristisch die einzelnen genetischen Aberrationen
für die jeweiligen Gliomsubtypen sind, muss Folgendes gesagt werden:
Durch das signifikante Auftreten der verschiedenen Aberrationen in den unterschiedlichsten
Gliomsubtypen erweist sich eine Klassifikation von Gliomen alleine auf genetischer Basis als
äußerst schwierig.
In jedem Fall trägt auch die enorme Heterogenität der Gliome hierzu bei: Aufgrund dieser
Tatsache unterscheiden sich die einzelnen Gliom- Tumorzellen teilweise stark in ihrem
genetischen Status. Auch daraus ergibt sich, dass eine Karyotypisierung oder Fluoreszenz- In
Situ- Hybridisierung von einzelnen Gliomtumorzellen nicht zur alleinigen Gliomdiagnostik
im Sinne einer Subtypen- Zuordnung eingesetzt werden kann.
Hier erweisen sich histomorphologische oder histochemische Klassifikations- Methoden als
weitaus sicherer.
Aus der vorliegenden Arbeit ergibt sich jedoch, dass bei einer Tumorprogression zu höheren
Malignitätsstufen zunehmend homozygote genetische Aberrationen auftreten. Dieser
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Sachverhalt kann als Entscheidungshilfe bei der Gliomdiagnostik und –klassifikation genutzt
werden.
Ist es jedoch möglich, neben der histomorphologischen Diagnostik zusätzlich den genetischen
Status der Gliome zu untersuchen, ergibt sich ein weiterer Vorteil: Auf diese Weise könnten
beispielsweise Aussagen über das Ansprechverhalten auf Chemotherapeutika getroffen
werden. So zeigten Studien diesbezüglich unter Anderem, dass Oligodendrogliom- und
Oligoastrocytom- Patienten ein verbessertes Ansprechen auf Temozolomid- Chemotherapie
zeigen, wenn ein Verlust des kurzen Armes von Chromosom 1 nachgewiesen werden konnte
(Smith et al., 2000; Chahlavi et al., 2003). Bei diesen Patienten verbesserte sich auch die
Ansprechrate auf PCV- Chemotherapie, sofern in den Tumoren Deletionen der Bereiche 1p
und 19q vorlagen (Cairncross et al., 1998). Wemmert et al. (2005) konnten nachweisen, dass
Glioblastom- Patienten mit Verlusten von Chromosom 10 beziehungsweise mit Deletionen
von 10q signifikant von einer Therapie mit Temozolomide (TMZ, Temodal®) profitieren.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich eine Klassifikation von Gliomen auf
genetischer Basis nicht zuletzt aufgrund der enormen Heterogenität der Tumorzellkerne als
schwierig erweist. Dennoch können Karyotypisierung wie auch FISH als sinnvolle Techniken




Aufgrund der teilweise sehr geringen Fallzahlen einzelner Gliomentitäten in der vorliegenden
Arbeit werden weiterführende Untersuchungen mit größeren Fallzahlen notwendig sein, um
eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu überprüfen.
Ferner ist es von Interesse, ob es – sofern diese Ergebnisse reproduzierbar sind – andere
genetische Aberrationen als die in dieser Arbeit untersuchten gibt, die für die einzelnen
Gliomsubtypen spezifischer sind.
So können beispielsweise Deletionen der chromosomalen Bereiche 1p36 und 19q nicht als
Differenzierungsmerkmale für eine Einteilung als “Oligodendrogliom“ im Rahmen einer
Klassifikation auf genetischer Basis eingesetzt werden, wenn diese Alterationen bisher auch
als charakteristisch für diese Tumorentität galten. Denn in dieser Arbeit konnten Deletionen
des Bereiches 1p36 häufiger in diffusen und anaplastischen Astrocytomen und in
Glioblastomen als in Oligodendrogliomen detektiert werden. Auch Deletionen von 19q traten
in diffusen und anaplastischen Astrocytomen, Glioblastomen und Oligodendrogliomen etwa
gleich häufig auf. Folglich werden, sofern eine Gliomklassifikation auf genetischer Basis
angestrebt werden soll, andere genetische Charakteristika als Alterationen dieser beiden
chromosomalen Bereiche benötigt.
Da in der vorliegenden Arbeit Zugewinne von Chromosom 7 und Verluste von Chromosom
10 nur in Glioblastomen und Oligodendrogliomen detektiert werden konnten, sollten nicht
zuletzt auch weitere histologische Untersuchungen zu diesen Tumorentitäten folgen, um auch
auf histologischer Ebene Augenmerk auf weitere gemeinsame Merkmale dieser beiden
Gliomsubtypen zu lenken. Auch weitere Charakteristika auf genetischer Basis, die
Glioblastome und Oligodendrogliome betreffen, sollten erforscht werden.
Auf die vorliegende Arbeit aufbauend wäre es von sehr großem klinischem Interesse, ob die
genetischen Veränderungen der Gliome, die hier nachgewiesen werden konnten,
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Im Folgenden sind in tabellarischer Form die Auswertungsergebnisse der Fluoreszenz- In
Situ- Hybridisierungen angegeben (in absoluten Werten und als Prozentangaben).
